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RESUMO

O aumento da concentragdo de didxido de carbono atmosférico (1[COz Jaim) ndo constitui um
efeito isolado, mas vem acompanhado por outras alteragdes no clima, dentre elas, os aumentos
na temperatura do ar, que por seu turno contribuem para as alteragdes nos padrdes de
precipitagcdo, podendo ocasionar secas mais frequentes e intensas. Nas regioes produtoras de
café, a seca ¢ considerada o principal estresse abidtico capaz de afetar o desenvolvimento e
produgdo do cafeeiro, pois modifica o seu metabolismo e, consequentemente, sua producdo. O
cafeeiro possui uma composi¢do fitoquimica ampla, destacando o acido 5-cafeiolquinico ¢ a
cafeina que, além de atuarem na defesa das plantas, sdo compostos secundarios importantes na
qualidade final da bebida. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito conjunto da 1[CO2]aim
e déficit hidrico nas trocas gasosas e acumulo de metabdlitos secundarios em cafeeiros (Coffea
arabica L.), em estagio inicial de crescimento. Cento e vinte cafeeiros foram cultivados em
Camaras de Topo Aberto (OTCs), sob as concentragdes de CO2de 400 ppm - CO2amb € 800 ppm
- 1CO2, e submetidos aos regimes hidricos de regas diarias (RD) e suspensio total de rega (DH)
no periodo de 40 dias, constituindo os seguintes tratamentos: [COz]ambRD, [CO2]ambDH,
T[CO2]RD e 1[CO;]DH. Foram realizadas medidas do potencial da dgua nas folhas (Wwr) da
taxa de assimilagdo liquida do carbono (4, pmol CO> m2 s!), condutancia estomatica (gs, pmol
m? s), transpiragdo (E, mmol m? s') e andlises bioquimicas foliares para quantificagdo de
compostos fenodlicos (CF) e aminodacidos livres totais (AA), bem como, acido 5-cafeoilquinico
(5-CQA) e cafeina por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados demonstraram
que o déficit hidrico imposto pela suspensdo de rega foi suficiente para reduzir a umidade do
solo em ca. de 85% em relagdo aos tratamentos regados diariamente. O Wwr por seu turno
apresentou reducdes de ca. de 42% e 56% nos tratamentos CO.ambDH e 1CO,DH
respectivamente. A performance das trocas gasosas, em especial os maiores valores de 4 foram
observados nos cafeeiros cultivados sob alto CO2, mesmo sob restri¢do hidrica, sugerindo que
a T[COz]atm pode tamponar os efeitos negativos do DH. O aumento das concentragdes de AA
nos tratamentos sob DH indicam esses compostos atuaram como osmorreguladores ao estresse
imposto. As variagdes nos niveis de CF, 5-CQA e cafeina, apontam para um aumento dessas
substancias nas plantas sob DH, porém sem diferengas significativas entre os tratamentos ao
longo do experimento, sugerindo que no estagio inicial de crescimento das plantas de café, o
1[CO2]amndo afeta o acimulo dessas substancias nas folhas, no cenario de mudangas climaticas

testado.

Palavras-chave: Mudangas Climéticas; acido 5-caafeoilquinico; Cafeina; fotossintese



ABSTRACT

The increase in the atmospheric carbon dioxide concentration (1[COz]amm) is not an isolated
effect, but has been accompanied by other changes in the climate, among them, increases in air
temperature, which in turn contribute to the changes in precipitation patterns, causing more
frequent and intense drought events. In coffee producing regions, drought is considered the
main abiotic stress on coffee development and production, modifying its metabolism and final
production. The coffee tree has a broad phytochemical composition, highlighting 5-
caffeoylquinic acid and caffeine which, in addition to acting in the defence of plants, are
important secondary compounds in the final cup quality. This work aimed to evaluate the effect
of 7[CO:]am and water deficit in gas exchange and accumulation of secondary metabolites in
coffee trees (Coffea arabica L.), in an early stage of growth. One hundred and twenty coffee
plants were grown in Open Top Chambers (OTCs) facilities, under the concentrations of CO, of
400 ppm - COz2amb and 800 ppm - 1CO; and submitted to water regimes of daily watered (RD)
and total water withholding (DH) for 40 days, constituting the following treatments:
CO2ambRD, CO2ambDH, 1CO;RD and 1CO,DH. Measurements of leaf water potential (‘'wr),
net carbon assimilation rates (4, pmol CO2 m™ s), stomatal conductance (gs, pmol m= s'),
transpiration (£, mmol m? s™') and biochemical analyses of leaf phenolic compounds (CF) and
total free amino acids (AA), as well as 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) and caffeine by high-
performance liquid chromatography, were carried out. The results showed that the water deficit
imposed by the water withholding was sufficient to reduce the soil moisture in ca. 85%

compared to treatments daily watered. The W, in turn, showed reductions of ca. 42% and 56%

in the COambDH and 1CO,DH treatments respectively. The performance of gas exchanges,
especially the higher values of 4 were observed in coffee plants grown under high CO», even
under water restriction, suggesting that 1[COz]am could buffer the negative effects of DH. The
increase in AA concentration in DH treatments indicates an osmoregulatory response to the
imposed stress. The variations in the levels of CF, 5-CQA and caffeine, point to an increase in
these substances in plants under DH, but without significant differences between treatments
throughout the experiment, suggesting that in the initial growth stage of coffee plants, 1[CO2Jatm

does not affect the leaf accumulation of these substances, in the tested climate change scenario.

Keywords: Climate change; 5-caffeoylquinic acid; Caffeine; Photosynthesis
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Figura 30: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [{CO,]DH -5? coleta, em extrato foliar de
Coffea arabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 4.50
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1. Introducio

A concentracdo de didxido de carbono no ar atmosférico é um dos fatores ambientais
de grande influéncia no desenvolvimento dos vegetais. As emissdes de CO2 tém aumentado
gradativamente nos ultimos 150 anos. Atualmente as medi¢des informam concentragdes em
torno de 415 ppm, caso esse ritmo de emissdes se mantenha, estas poderdo atingir entre 730 a
1020 ppm até o final do século XXI. A alta concentracdo de CO; promove além do efeito estufa
adicional, altera¢cdes no padrdo de precipitagdo que também influenciam no crescimento e
desenvolvimento das plantas (Solomon et al. 2007, NOAA 2020). Estudos apontam que a alta
concentragdo de CO; pode diminuir efeitos estressantes, como o déficit hidrico em plantas de
café, bem como a densidade estomatica nas folhas, porém com as taxas fotossintéticas
aprimoradas (Avila ef al., 2020; Sanches et al., 2017).

Muitas das alteracdes nos padrdes de precipitagdo decorrentes da alta concentragdo de
CO; estdo relacionadas ao déficit hidrico, onde a reposta inicial das plantas a este fator consiste
em decréscimo da area foliar, fechamento dos estdmatos, aceleracdo da senescéncia e abscisdo
das folhas. Estas respostas sdo formas da planta tentar economizar a agua disponivel no solo
para periodos posteriores (McCree & Fernandez 1998, Santos & Carlesso 1998, Taiz & Zeiger
1991). O déficit hidrico afeta o crescimento e o desenvolvimento de muitas culturas agricolas
em todo o mundo. A pratica da irriga¢do de culturas reflete o fato de que a agua € um recurso
chave que limita a produtividade agricola (Taiz & Zeiger 2017).

Um dos maiores cultivos agricolas conhecidos em todo o mundo € o café. O cafeeiro ¢
uma Rubiaceae, cabendo a esta o género Coffea sp., com mais de 100 espécies descritas, sendo
quatro destas com importancia econdmica global (Bicho ef al. 2011). O género Coffea sp.tem
sua origem descrita nas florestas de sub bosque onde atualmente se localiza a Etidpia, onde a
temperatura varia entre 15° e 20°C, com chuvas anuais bem distribuidas.

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de café em graos e o segundo mercado
consumidor, com produgdo em alta escala nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo,
Bahia, Rondonia e Parana (CONAB 2020, Silva & Mazzafera 2008, Bicho ef al. 2011). Em
relacdo a morfologia, o cafeeiro apresenta sistema radicular geralmente com uma raiz curta e
grossa. O caule ¢ cilindrico com parte aérea arbustiva lenhosa, podendo atingir de 3 a 10 metros
de altura. Suas folhas tém peciolo curto e apresentam forma oval, oval-lanceolada, oval-oblonga
ou eliptica, com apices culminados, de cor verde escura brilhante. As flores sdo pedunculadas,
pentameras, com pétalas brancas e apresentam ovario biovalado, originando duas sementes
apos a fecundag@o. O fruto é em formato de “pseudo” drupa oval, com coloragdo verde durante

a maturagdo, alterando-se para vermelho ou amarelo conforme o cultivo (figura 1) (Bicho et al.
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2011).

Figura 1: Ilustracdo botanica apresentando a morfologia do cafeeiro arabica folha, flor, fruto e
semente (A). Disponivel em:<https:/br.pinterest.com/pin/211387776244059396/?p=true.>
Acesso: 11 de margo 2020. Mudas de Coffea arabica var. Catuai Vermelho IAC-144 cultivadas
em OTC sob [CO2]ambRD (B).

O cafeeiro apresenta uma composi¢ao fitoquimica ampla, destacando a cafeina, acido
cafeico e acidos clorogénicos. Todas essas substancias sdo metabolitos secundarios, compostos
que ndo participam dos processos de formacao do protoplasto e geracdo de energia, exibindo
ampla diversidade estrutural e sem ocorréncia universal (Dey & Harbone 1997). Essas
substancias sdo produzidas e sintetizadas a partir de quatro vias metabdlicas: via do acido
chiquimico, via do acido maldnico, via do acido mevaldnico e via do Metileritritol-fosfato.
Esses compostos apresentam fungdes de defesa contra herbivoria e organismos patogénicos, da
mesma maneira que podem atuar na sustentacdo estrutural ou como pigmentos. Podem ser
divididos em trés grupos quimicamente distintos: os terpenos, compostos nitrogenados e
compostos fendlicos (Taiz & Zeiger 2017).

Fatores ambientais externos podem alterar a composi¢do quimica dos vegetais,
influenciando a abundancia dos precursores na biossintese de metabolitos secundarios; as vias
de transducdo de sinais; e, eventualmente os genes que controlam a expressdo desses
metabolitos (Lindroth 2010). Experimentos realizados com Plantago lanceolata submetidas a
1CO2] apresentaram aumentos positivos de compostos secundarios comparando com as

plantas cultivadas em condigdo ambiente (350 ppm). Condigdes ambientais como estas,
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geralmente, apresentam aumentos consideraveis na producgdo de varios tipos de metabdlitos
secundarios, visto que plantas sob estresse investem mais em mecanismos de sobrevivéncia e
defesa (Neto & Lopes 2007).

Mudangas na precipitagdo, principalmente quando o nivel ¢ baixo, torna-se outro fator
que influencia aspectos fisiologicos dos vegetais. Segundo o Painel Intergovernamental de
Mudangas Climaticas - IPCC (2013), o déficit hidrico elevado influenciara significativamente o
equilibrio dos processos ecossistémicos, tanto em nivel regional quanto global. Nas regides
produtoras de café, a seca ¢ considerada a principal causa abidtica capaz de afetar o
desenvolvimento e a producdo do cafeeiro, pois prejudica a fisiologia e modifica o metabolismo
vegetal, como a fotossintese, comportamento estomatico e crescimento, levando
consequentemente a alteragoes dos compostos secundarios (Revista Campo ¢ Negocios Graos,
2017) Estudos com plantas de Hypericum perforatum submetidas a estresse hidrico obtiveram
resultados positivos em relag@o a concentragdo de compostos secundarios.

Uma das classes importantes de metabolitos secundarios, sdo os compostos fendlicos,
substancias oriundas da via do acido chiquimico e do acido maldnico e que possuem fungdo de
defesa antioxidante nas plantas. O termo substancias fendlicas engloba um niimero grande ¢
bem diversificado e enquadram-se em diversas categorias, como fenois simples, acidos
fenolicos (derivados de acidos benzbdico e cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis (Souza et al. 2007, Vermerris & Nicholson 2006). Ha
diversos trabalhos sobre a quantificagdo de compostos fendlicos em situacdo de elevadas
concentragcdes de COa, porém os trabalhos que englobam espécies tropicais s3o escassos
(Rezende 2013). No trabalho de Batista (2015) com Coffea arabica L. as plantas submetidas a
1[COz]atm apresentaram aumento nos teores de compostos fenolicos. McElrone et al. (2010)
estudaram os efeitos de f[COzJatm em espécies arbdreas e verificaram poucas alteragdes
significativas nos teores foliares de fendis apds varios anos de avaliagdes.

Quanto ao déficit hidrico, Moura et al. (2010) observaram uma redugdo nos teores de
compostos fenodlicos em seu trabalho. Os compostos fendlicos podem ser originados dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina. Estes e outros aminoacidos sdo compostos
organicos formados por um grupo amino (—NH3) associado a um grupo carboxila (COOH).
Sua principal fungdo é atuar como subunidades de estruturagdo de moléculas proteicas (Tavares
& Vannucchi 2016). Segundo Castro (2009) os aminoacidos podem também ser englobados no
grupo de antiestressantes, compostos capazes de agir em processos morfofisioldgicos do vegetal
como precursores de hormonios enddgenos ou como ativadores de enzimas e da
disponibilizacdo de compostos capazes de promover tolerancia a estresses. Quando o estresse

¢ por falta de agua o ajuste osmotico também pode ser realizado por meio do acimulo de
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aminoacidos, que funcionam como osmoprotetores. Tornando-se uma alternativa para

assegurar a turgescéncia e o conteido de agua nas células (Paixdo et al. 2014).

Cafeina e acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA)

A cafeina ¢ o alcaloide purinico mais abundante nos cafeeiros. Conhecida quimicamente
por 1,3,7 — trimetilxantina, ¢ sintetizado a partir da via das xantinas (xantosina => 7-
metilxantosina => 7-metilxantinas=> teobromina=> cafeina — Figura 2), sendo a primeira,
terceira ¢ quarta etapas, catalisadas por N-metiltransferases (Ashihara, 2006; Perrois et al.,
2015). Esse composto ¢ encontrado em todas as partes do cafeeiro, com mais abundéancia nas
flores e folhas, dos quais, as folhas jovens tém a maior capacidade da biossintese de cafeina,
apresentando altos teores deste composto. Sua biossintese comega nos estagios iniciais do
desenvolvimento da folha, acumulando-se nas folhas maduras e, posteriormente, sendo
translocado para a semente. Estudos na area da satide apontam a cafeina como um composto
excitante psicomotor, que tem propriedade de estimular a atividade mental. Diferentes estudos
foram realizados, investigando os fatores que aumentam o conteudo de cafeina nos tecidos
vegetais, e por conta disso, diferentes tipos de estresse t€m sido utilizados. A nivel de planta, a
cafeina atua na defesa contra fatores externos, apresentando alto poder antioxidante. A nivel
econdmico, possui grande importancia na qualidade do café como bebida, assim como o acido

clorogénico (Ashihara, 2006; Chaves et al., 2004; Ashihara et al., 1996; Raju & Gopal, 1979).
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Figura 2: Via principal da cafeina envolvendo trés etapas de metilagao (I, Il e IV) e uma reagao
de nucleosidase. N-1, N3, N-7 indica a posi¢do do atomo de nitrogénio no anel de purina que ¢
metilado. Caminhos menores sdo mostrados por setas com linhas pontilhadas. Essas rotas
secundarias sdo provavelmente devidas a ampla especificidade de substrato das N-
metiltransferases (Ashihara, 2006).
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Um dos acidos clorogénicos (CGAs) encontrados em grande quantidade no cafeeiro é o
5-O-cafeoilquinico (5- CQA). Segundo Campa et al. (2008), o 5-CQA ¢é um composto obtido
pela esterificacdo entre o acido quinico (esterificagdo formada no carbono 5) e o acido cafeico
(Figura 3). Sdo compostos envolvidos, principalmente, na resisténcia e defesa das plantas, por
possuirem propriedades antioxidante, agindo particularmente, contra espécies reativas de
oxigénio, mitigando os efeitos de estresses oxidativos, além de possuir propriedades
antibioticas. O acido clorogénico parece estar envolvido na resposta a diferentes estresses
abidticos, como observado no trabalho de Grace et al. (1998) em plantas de Betula pendula.
Além de sua importancia na protegdo dos vegetais, o acido 5-O-cafeoilquinico, em especial, é
outro composto responsavel pela qualidade da bebida do café, além de, possivelmente, estar

envolvido na mudanga de coloracdo e maturagdo dos frutos (Salva & Lima, 2007).
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Figura 3: Vias de biossintese do acido 5-O-cafeoilquinico. Enzimas: fenilalanina amonia liase
(PAL), cinnamato 40-hidroxilase (C4H), 4- cinaminoil CoA ligase (4CL), hidroxicinamoil
CoA: quinato hidroxicinamoil transferase (HQT), p-coumaroil-30-hidroxilase (C3H) e cafeoil-
CoA-3-O-metiltransferase (CCoAMT) (Clifford et al. 2017).

A despeito da importancia da cafeina e de seu precursor o 5-CQA tanto nos mecanismos
de defesa das plantas, quanto sua influéncia na qualidade final da bebida do café, ndo ha até o
momento estudos que demonstrem a influéncia de estresses relacionados as mudangas
climaticas globais, em especial no Brasil, do efeito conjunto da 1{COz]atm e déficit hidrico no
acumulo desses compostos nas folhas do cafeeiro.
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2. Objetivo

Avaliar o efeito conjunto da 1[CO2]am € do déficit hidrico, no status hidrico, trocas

gasosas ¢ no acumulo de metabolitos secundarios em folhas de Coffea arabica L. em estagio

inicial de crescimento.

3. Material e Métodos
3.1. Material Vegetal e Condicies de Cultivo

Mudas de Coffea arabica var. Catuai Vermelho IAC-144 entre 3 a 4 meses de idade
foram transplantadas para vasos de 7 litros contendo como substrato Plantmax Café® (DDL
Agroindustria Ltda). Estas foram separadas em quatro lotes de 30 plantas cada e distribuidas
em quatro camaras de topo aberto (OTC) instaladas no interior de uma casa de vegetagdo do
Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica (Figura 5). Dois lotes
foram mantidos em duas OTCs na atmosfera ambiente de 400 ppm de CO, ([COz]amb), €nquanto
dois outros lotes foram mantidos em outras duas camaras a 800 ppm de CO, (1[CO,]), através
de injecao de gas a partir de um cilindro de CO, comprimido acoplado ao sistema. As plantas
permaneceram nessas condigdes por 30 dias, periodo no qual foram supridas com solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) uma vez por semana e regadas com agua diariamente.
Passados os 30 dias de aclimatag@o nas condi¢gdes de OTC, um grupo com 30 plantas cultivadas
em [CO;]amb e outro grupo cultivado em 1[CO,] foram submetidos a suspensdo de rega (DH)
durante 40 dias, enquanto as demais plantas foram mantidas em regime de rega diaria (RD),
caracterizando os seguintes tratamentos: [CO,JambRD, [CO,JambDH, 1[CO,]RD e 1[CO,]DH.
As coletas foram realizadas a cada 10 dias, totalizando cinco coletas durante todo o periodo. A
densidade do fluxo de fotons fotossintéticamente ativos (DFFFA, umols fotons m™ s), a
temperatura do ar (°C), a umidade relativa do ar (%) e as concentragdes atmosféricas de CO,
no interior das OTCs ao longo do periodo experimental foram em média: 301 + 36 pmol fotons
m?2 s, 27 £3 °C, 62 £ 9%, 380 + 41 ppm no grupo CO,amb e 700 + 28 no grupo T[CO,],

respectivamente (Figura 4).
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Figura 4: Temperatura (A); Umidade relativa do ar (B) e Densidade de fluxo de fotons

fotossintéticamente ativos (C) monitoradas no interior das OTCs.

20



T

Figura 5: Vista geral das quatro OTCs na Casa de Vegetagdo - Nucleo de Pesquisa em Fisiologia
e Bioquimica (A); Sensores de monitoramento da radiagdo solar, temperatura e umidade
relativa no interior de uma camara e cafeciros submetidos a diferentes tratamentos (B).

3.2. Anadlises ecofisiologicas
3.2.1. Umidade do Solo (Uss) e Potencial da Agua nas folhas (Wyoing)

A Usolpo foi medida pelo método de Reflectometria no Dominio do Tempo (TDR),
utilizando-se um sensor modelo ML2-x Delta-T Devices (Theta-Probe, Cambridge, UK). O
Wyiolna foi medido em folhas completamente expandidas do terceiro par a partir do apice de
ramos plagiotropicos, no periodo da manha utilizando-se uma bomba de pressdo do tipo

Scholander (modelo 1000, PMS InstrumentCo).

3.2.2. Trocas Gasosas e Fluorescéncia da Clorofila “a”

A taxa de assimilago liquida do carbono (4, pmol CO, m™ s '), condutancia estomatica
(g5, pmol COm?s 1), taxa de transpiragio foliar (£, mmol H,O m* s ') e a concentragio interna
de COz (ppm de CO») foram determinadas em folhas completamente expandidas do terceiro par
(a partir do apice) de ramos plagiotropicos. As analises ocorreram no periodo da manha (entre
07:00 e 11:30 h), utilizando-se um analisador de gases a infravermelho portatil (IRGA modelo
LC-SD Pro, ADC Bioscentific), sob concentragdes de CO2de 400 ppm e 800 ppm e intensidade
luminosa de 600 pmol fotons m? s (Sanches et al. 2017). A emissdo da fluorescéncia da
clorofila “a” foi realizada em folhas previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos. As
medidas foram realizadas utilizando fluordmetro portatil (OS5p Opti-Sciences, Hudson, NH,
USA). As folhas foram inicialmente expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2
pumol fotons m™ s™!), para determinacio da fluorescéncia minima emitida (Fo), quando todos os
centros de reagdo do fotossistema II (FSII) estdo na forma oxidada. Em seguida, um pulso de
luz saturante, com irradidncia de 3000 pmol fotons m? s™! e duracgdo de 1 segundo foi aplicado
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para promover, temporariamente, a maxima redu¢do do aceptor primario de elétrons do FSII
(Qa), determinando-se assim, a fluorescéncia maxima (Fm) emitidas pelas amostras adaptadas
ao escuro. A partir dessas medidas, a maxima eficiéncia fotoquimica do FSII [Fv/Fm = (Fm-

Fo)/Fm)] foi calculada (Schreiber et al. 1994).

3.3. Analise bioquimicas

As folhas foram coletadas nos cinco tempos diferentes ao longo do experimento, foram
congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas (Modulyo freezer Dyer 5L, Thermo Electron) e
trituradas em moinho de bolas. Aliquotas de 1g foram submetidas a extracdo em etanol 80%

por 48 h sob agitagdo constante, obtendo-se extratos de 20 mL.

3.3.1. Quantificacio colorimétrica de Fendois Totais e Aminodcidos Livres Totais

Os aminoacidos livres foram quantificados nas fragdes etanolicas conforme Cocking &
Yemm (1954), utilizando-se L-leucina (Fluka®) como padrio. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdometro, regulado para um comprimento de onda de 570 nm. Os
compostos fendlicos também foram quantificados nas fragdes etandlicas, de acordo com o
método Folin-Ciocalteau (Marinova et al. (2005), modificado de Singleton & Rossi (1965),
utilizando-se acido galico (Sigma) como padrdo. Os teores de fendis foram determinados em

leitor de microplacas de ELISA (KC4, Biotek Instruments) a 750 nm.

3.3.2. Quantificacio dos niveis foliares de Acido 5 -Cafeoilquinico (5-CQA) e Cafeina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — (CLAE-UV-DAD)

Parte do extrato etandlico foi separado para as analises dos perfis de 5-CQA e Cafeina
nas folhas dos cafeeiros nos diferentes tratamentos utilizando-se um cromatografo liquidode
alta eficiéncia (CLAE). As amostras foram aliquotadas em 1 mL e secas em speed-vac. O
material seco foi ressuspendido em 1 mL de Metanol e posteriormente filtrado em “vials” para
as analises no CLAE. As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
detector de fotodiodos de varredura do espectro no ultravioleta (CLAE-UV-DAD) foram
realizadas em um Cromatdgrafo Agilent 1260 equipado com célula de fluxo de 60 mm e
detector por arranjo de fotodiodos de varredura de espectro no Ultravioleta. Para as analises foi
empregado como fase estacionaria uma coluna Zorbax Eclipse plus de fase reversa C18 (150 x
4,6 mm) e 3,5um de didmetro de particula, empregando-se um fluxo de 1,0 mL min e 1 uL de
volume de inje¢do de amostras. Os comprimentos de onda utilizados foram 254, 280, 325 ¢ 352

nm. O sistema de eluigdo em modo gradiente foi iniciado com uma mistura de 90% de H>O
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acidificada com 0,1% de acido acético e 10% de acetonitrila (ACN) até 6 min, de 6 a 7 min, 10
a15%de ACN,de 7 a20 min 15% de ACN. Para a obtengao das curvas padroes foram injetados
3 uL de volume de cada concentracdo das amostras. As areas dos picos de 5-CQA e Cafeina,
foram obtidos nos tempos de retengdo de ~3,84 ¢ ~5,23 min, tendo como referéncia as curvas

padrao obtidas.

3.4. Analises estatisticas

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
sendo todo e qualquer contraste entre médias avaliado pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade pelo software Sisvar, versdo 5.6. Para cada tempo de coleta considerou-se seis

repeti¢oes por tratamento (n=6).

4. Resultados e Discussao
4.1. Anadlises ecofisiologicas
4.4.1. Umidade do Solo (Us.,) e Potencial da Agua nas folhas (V\foine)

A figura 6 apresenta as variagdes na umidade do solo (Useo, %) € no potencial de agua
nas folhas (Wwfolna). Observa-se que o déficit hidrico imposto pela suspensdo de rega ao longo
dos 40 dias de experimento foi suficiente para promover redug¢des significativas (até 85%) na
Usolo, quando comparada com os tratamentos regados diariamente, independente da [CO2]am.
Observa-se ainda que os decréscimos no Wwfolha N30 acompanharam linearmente as reducdes na
Usolo, demostrando que fatores outros estdo envolvidos na manuten¢do do status hidrico das
plantas de café. Sabe-se que o decréscimo na disponibilidade de agua no solo ocasiona queda
no Ywiina, diminuindo a turgidez celular e a condutincia estomatica (Sanches et al., 2017,

Shalhevet 1993).
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Figura 6: Umidade do solo (A) e potencial de dgua nas folhas (B) de plantas de C. arabica
submetidas aos tratamentos de [CO;] ambiente sob rega didria e déficit hidrico ([CO2]ambRD e
[CO2]ambDH, respectivamente) e alto [CO2] sob rega diaria e déficit hidrico (1[CO2]RD e
1[CO2]DH, respectivamente) ao longo de 40 dias em condigdes de casa de vegetagdo. Os pontos
representam a média de 6 repeticdes (n = 6) + DP. Letras maitisculas diferentes representam
diferengas significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras minusculas diferentes
representam diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo de acordo com o
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

4.1.2. Trocas Gasosas e Fluorescéncia da Clorofila “a”

A figura 7 apresenta as variagdes nas taxas de assimilagdo liquida do carbono (4, umol
m s!) e da concentracio interna de CO2 na cAmara substomatica (C;) ao longo do experimento.
Observa-se que as A4 foram sempre maiores em plantas cultivadas sob 1[COx]atm,
independentemente da disponibilidade hidrica em relagdo aos tratamentos com [CO2Jamb. Assim
como ja demonstrado por Sanches et al (2017), DaMatta et al. (2016) e Batista (2015), nossos

resultados também demonstram que a atual [CO2]am € limitante para a fotossintese do cafeeiro.
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As maiores A obtidas mesmo sobre condigdes de T[CO2]DH, sugerem que a 1[CO2]atm tampona
os potenciais efeitos negativos da seca, mesmo apos 40 dias de suspensio da rega, onde, apesar
dos declinios de 4 ao longo do experimento, as taxas foram maiores se comparadas as plantas
cultivadas sob concentracdo atmosférica atual.

As variagoes na C; (Figura 7) demonstram que 1[CO2Jam propiciou um actimulo de CO»
na camara subestomatica, permitindo o aumento ¢ manutengdo de altas 4 das plantas de café ao
longo do experimento nos tratamentos de T[CO2]RD e 1[CO2]DH, corroborando com os dados
de Sanches ef al. (2017), onde, mesmo sob restricdo hidrica, as concentracdes de C; tiveram
aumentos significativos nos cafeeiros.

Os aspectos positivos da 1[COz]am refletem-se também nos valores de condutincia
estomatica (gs) e transpiracdo foliar (£). Em ambos os s tratamentos {[CO2]RD e 1[CO.]DH,
as taxas de gs associadas aos altos valores de C; favoreceram a manutengdo de altas taxas
fotossintéticas (Figura 7 € 8). Observa-se que até os primeiros 20 dias de experimento, onde as
redugdes na Usolo nd0 se refletiram em redugdes significativas no Wwfolna, tanto a gs como a £
mantiveram valores altos, colaborando para o aumento da C; e maiores A nos tratamentos sob
1[CO2]atm. Conforme mencionado, esse aumento observado na C; até os 20 dias de experimento
nos tratamentos T[CO2]RD e 1[CO:]DH explicam em certa extensdo a capacidade de
manutengdo das altas A4, quando comparados aos tratamentos [CO2]ambRD e [CO2]amDH.
Interessante observar um estreito paralelismo nas respostas desses pardmetros foliares as
variag0es na temperatura ¢ umidade relativa do ar no interior das OTCs (Figura 4). Observa-se
inclusive que os menores valores de F ¢ g, coincidem com as maiores temperaturas (34°C) ¢

menores UR (49%) do ar.
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Figura 7: Assimilagdo liquida de CO; (A) e pressao parcial interna de CO; em folhas de plantas
de C. arabica submetidas aos tratamentos de [COz] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico
([CO2]JambRD e [CO2]ambDH, respectivamente) e alto [CO2] sob rega diaria e déficit hidrico
(1[CO2]RD e 1[CO:]DH, respectivamente) ao longo de 40 dias em condi¢des de casa de
vegetacdo. As barras representam a média de 6 repetigdes (n = 6) + DP. Letras maiusculas
diferentes representam diferengas significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras
minusculas diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do
tempo de acordo com o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
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Figura 8: Transpiragdo foliar (£, pmol H2O m*s™") e condutancia estomatica (g, mol m*s™) em
folhas de plantas de C. arabica submetidas aos tratamentos de [CO2] ambiente sob rega diaria
e déficit hidrico ([CO2]ambRD e [CO2]ambDH, respectivamente) e alto [CO2] sob rega diaria e
déficit hidrico (1[CO2]RD e 1[CO:]DH, respectivamente) ao longo de 40 dias em condi¢des de
casa de vegetacdo. As barras representam a média de 6 repeticdes (n = 6) = DP. Letras
maiusculas diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos da mesma
coleta e letras mintisculas diferentes representam diferengas significativas entre os tratamentos
ao longo do tempo de acordo com o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
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Nao obstante, a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EiUA) foi maior durante todo o
periodo experimental nas plantas submetidas a {[CO:z]am independentemente da
disponibilidade hidrica, demonstrando mais uma vez a influéncia positiva do CO: elevado nas
trocas gasosas das plantas de café, diminuindo os efeitos negativos do déficit hidrico nas
respostas estomaticas de curto prazo a falta de dgua no solo (Figura 9). Observa-se uma
flutuagcdo da EiUA, com valores mais altos na primeira e quarta coleta, que podem ser
explicados pela diminuicdo da umidade relativa do ar, refletindo na diminuigdo de gs, porém,
ndo afetando a 4, resultando em uma maior efici€ncia intrinseca do uso da agua. Também pode-
se observar que, sob condigdes de CO2 ambiente, a EiUA foi primordialmente limitada pela
baixa disponibilidade do substrato, uma vez que os valores de gs permaneceram altos e até
mesmo semelhantes quando comparados aos tratamentos de 1[CO2Jam. Para Ainsworth &
Rogers (2007), a alta disponibilidade de CO2 atmosférico acresce o gradiente de difusdo desse
gas, da atmosfera para os cloroplastos, e assim, estimula a taxa fotossintética que podem ser
obtidas com baixas taxas de gs e £ foliar, o que por seu turno promovem aumentos na eficiéncia

intrinseca do uso da agua (EiUA).
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Figura 9: Eficiéncia intrinseca do uso da 4gua (4/g, pmol mol ') em folhas de plantas de C.
arabica submetidas aos tratamentos de [CO2] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico
([CO2]ambRD e [CO2]ambDH, respectivamente) e alto [CO2] sob rega diaria e déficit hidrico
(1[CO2]RD e 1[CO:2]DH, respectivamente) ao longo de 40 dias em condi¢cdes de casa de
vegetacdo. As barras representam a média de 6 repeticdes (n = 6) = DP. Letras maifisculas
diferentes representam diferengas significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras
minusculas diferentes representam diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do
tempo de acordo com o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
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A figura 10 apresenta os valores de florescéncia basal (Fo), florescéncia maxima (Fm)
e eficiéncia quantica potencial do FSII (Fv/Fm), respectivamente. Os valores de Fv/Fm nio
apresentaram diferencas significativas entre todos 0s tratamentos ao longo do tempo, com
excegdo do [fCO2]DH, que apresentou um declinio dos 30 aos 40 dias de experimento. No
geral, a restri¢do hidrica ao longo dos 40 dias ndo foi suficiente para causar alteragdes nos
valores de Fv/Fm, ou seja, ndo afetou o rendimento quantico do FSII. A analise dos pardmetros
que compdem essa razdo demonstram que a maior redugdo em Fv/Fm observada aos 40 dias de
experimento no tratamento [fCO2]DH, deveu-se a redugdes em Fm, sugerindo que as plantas
de café apresentam alta capacidade de dissipagdo do excesso de energia em resposta ao déficit
hidrico imposto (-0,95 Mpa). Resultados semelhantes foram observados por Peloso et al. (2017)
e Cavatte et al. (2012), onde cafeeiros arabica submetidos ao déficit hidrico ndo apresentaram
mudangas nos valores de Fv/Fm, ou seja, houve uma estabilidade da eficiéncia fotoquimica do

FSII, o que pode indicar que os cafeeiros expostos a seca podem ndo ter sofrido fotoinibigao.
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Figura 10: Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e Eficiéncia quantica maxima
do FSII (Fv/Fm) da clorofila “a” em folhas de plantas de C. arabica submetidas aos tratamentos
de [CO2] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico ([CO2]ambRD e [CO2]ambDH,
respectivamente) e alto [COz] sob rega diaria e déficit hidrico ({[CO2]RD e 1[CO2]DH,
respectivamente) ao longo de 40 dias em condi¢des de casa de vegetagdo. As barras representam
a média de 6 repetigdes (n = 6) = DP. Letras maiusculas diferentes representam diferengas
significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras minusculas diferentes representam
diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo de acordo com o teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
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4.2. Anadalise bioquimicas
4.2.1. Fenois Totais e Aminodcidos Livres Totais Fenois Totais

A figura 11 apresenta as concentragdes de compostos fendlicos nas folhas de café arabica.
O tratamento [COz]ambRD mostrou um aumento ao longo do tempo, diferente dos outros
tratamentos que ndo sofreram grandes altera¢des no acimulo do composto, sugerindo que tanto
o DH quanto a 7[COz]aum podem influenciar no acumulo desses compostos. Segundo Batista
(2015), o mecanismo pelo qual [ COzJam altera a sintese de compostos fendlicos ainda néo foi
totalmente elucidada, mas ¢é possivel que este resulte em alteragdes do metabolismo primario
da planta. Nos tratamentos submetidos a 7[COz]am, sugere-se que os esqueletos de carbono
estejam sendo mobilizados para o crescimento e desenvolvimento dessas plantas por conta das
altas taxas fotossintéticas e uma maior producdo de fotoassimilados, bem como para formagao
de ligninas. Globbo-Neto & Lopes em sua revisdao (2007), observaram uma possivel correlagio
inversa entre a atividade metabolica e producdo de compostos secundarios, ou seja, uma baixa
produgdo destes compostos em periodos de crescimento tecidual rapido, similar ao que ocorreu
neste experimento, visto que os cafeeiros estavam em estdgio inicial de crescimento.
Considerando que Sanches et al. (2017) observaram em cafeeiros no mesmo estagio de
crescimento vegetativo que a f[COz]am favoreceu um aumento significativo nos niveis de
carboidratos soluveis totais e amido em folhas, é plausivel sugerir aqui que o didxido de carbono
adicional é preferivelmente utilizado em vias primarias para produgdo e uso de esqueletos de

carbono para o crescimento das plantas e tolerancia ao estresse hidrico imposto.
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Figura 11: Fenois totais (mg/g MS) em folhas de plantas de C. arabica submetidas aos
tratamentos de [CO2] ambiente sob rega didria e déficit hidrico ([CO2]ambRD e [CO2]ambDH,
respectivamente) e alto [CO;] sob rega diaria e déficit hidrico ({[CO2]RD e 1[CO2]DH,
respectivamente) ao longo de 40 dias em condigdes de casa de vegetacdo. As barras representam
a média de 6 repetigdes (n = 6) = DP. Letras maiusculas diferentes representam diferengas
significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras minusculas diferentes representam
diferencgas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo de acordo com o teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

O conteudo de AA nas folhas foi, no geral, maior nas plantas submetidas ao déficit
hidrico quando comparados ao tratamento controle, destacando o aumento no tratamento
1[CO,]DH aos 10 dias de experimento seguido por um decréscimo no acumulo destes
compostos. Sanches er al. (2007) observaram um aumento de prolina no inicio de seu
experimento, assemelhando-se aos dados de AA obtidos neste trabalho, o que pode indicar um
possivel acumulo deste composto nas folhas dos cafeeiros submetidos a restri¢do hidrica. Este
acimulo ¢ tomado, em alguns casos, como indicador de tolerdncia ao déficit hidrico, pois o
acumulo de AA pode atuar como osmorregulador, o que pode explicar também a flutuagdo no
acamulo desses compostos em condi¢do de DH ao longo dos 40 dias. E possivel inferir que
1[CO;] por si s6 ndo interfere no acaimulo de AA, fato observado por Hogy et al. (2009), que
ao analisarem os efeitos do CO, elevado no rendimento de graos e na qualidade do trigo durante
trés anos, constataram nenhum impacto significativo do enriquecimento de CO, nas
concentragdes da maior parte dos aminoécidos. Entretanto, o 1[CO,] associado a seca influencia
positivamente no acimulo de AA, como observado nestes resultados. Segundo Paixdo et al.
(2014), o ajuste osmoético por meio do acimulo dessa classe de solutos nas plantas ¢ uma das

alternativas para assegurar a turgescéncia e o conteiido de agua nas células.
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Figura 12: Aminoéacidos totais (wmol/g MS) em folhas de plantas de C. arabica submetidas aos
tratamentos de [CO,] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico ([CO2]ambRD € [CO2]ambDH,
respectivamente) e alto [COz] sob rega diaria e déficit hidrico ({[CO2]RD e 1[CO2]DH,
respectivamente) ao longo de 40 dias em condigdes de casa de vegetacdo. As barras representam
a média de 6 repetigdes (n = 6) = DP. Letras maiusculas diferentes representam diferencas
significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras minusculas diferentes representam
diferencgas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo de acordo com o teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

4.2.2. Niveis foliares de Acido 5 —O-Cafeoilquinico (5-CQA) e Cafeina

A analise dos niveis foliares de acido 5- O- cafeoilquinico (5-CQA) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Figura 13), demonstra de forma geral que o DH, bem como, a
1[CO2]atm ndo alteram os niveis desse composto quando comparados ao tratamento controle
CO2.ambRD. No entanto, considerando-se o estdgio de crescimento das plantas e o tempo
experimental em que as plantas foram submetidas aos diferentes tratamentos de CO; e
disponibilidade hidrica, vale destacar a tendéncia de aumento da concentra¢do de 5-CQA ao
longo do experimento, principalmente nos tratamentos submetidos a 1[COzJam, sendo continuo
e gradual nas plantas sob [TCO2]DH.

Por se tratar de um experimento de respostas de curto-prazo do cafeeiro ao efeito
conjunto da 1[CO,].m € do DH, medidas de crescimento ndo foram realizadas. De qualquer
modo, pode-se sugerir que o efeito fertilizante do CO, adicional observado na fotossintese,
mesmo sob DH, pode favorecer o crescimento vegetativo ¢ explicar o aumento gradual dos
niveis de 5-CQA nessas condi¢des. Mondolot ef al. (2006) em seu trabalho com Coffea
canefora, observou um acumulo de 5-CQA em suas folhas durante o crescimento das plantas,

sendo que, as folhas jovens apresentaram um maior contetido de 5-CQA. Outro aspecto que
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pode reforcar esta hipotese ¢ que o aumento das concentragdes de 5-CQA no tratamento
[COs]amDH se deu até os 20 dias de experimento, quando o DH no solo ainda era de 50% em
relacdo ao inicio do experimento, apos este periodo os valores decresceram progressivamente.
A alta producdo de carboidratos, ocasionados pela T[CO,] pode levar ao acimulo de 4cido
clorogénico, pois este favorece o crescimento vegetativo e pode agir contra radicais livres

formados quando a planta esta sob estresse (Sanches et al., 2017; Grace ef al. 1998).
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Figura 13: Teores de Acido 5-O- Cafeoilquinico (5-CQA) (mg/g MS) em folhas de plantas de
C. arabica submetidas aos tratamentos de [CO:] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico
([CO2]ambRD e [CO2]ambDH, respectivamente) e alto [CO2] sob rega diaria e déficit hidrico
(1[CO2]RD e 1[CO:2]DH, respectivamente) ao longo de 40 dias em condi¢des de casa de
vegetacdo. As barras representam a média de 6 repetigdes (n = 6) + DP. Letras maiusculas
diferentes representam diferengas significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras
minusculas diferentes representam diferengas significativas entre os tratamentos ao longo do
tempo de acordo com o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

As concentracdes foliares de cafeina sdo apresentadas na figura 14. Assim como o acido
5-O-cafeoilquinico (Figura 13), os teores de cafeina ndo apresentaram diferengas estatisticas ao
longo dos 40 dias de experimento. Porém, pode-se observar uma tendéncia de aumento nos
tratamentos [CO2JambDH até os 20 dias, seguido por um decréscimo até o fim do experimento,
provavelmente pela diminui¢do da Usolo € a baixa A. Segundo Kumar et al. (2015), a seca
moderada altera o conteudo de cafeina em folhas de cafeeiro (C. Canephora), diminuindo-o,
devido sua degradacdo e, possivelmente, a regulagdo dos transcritos dos genes envolvidos na
biossintese.

Por outro lado, observa-se ao longo do experimento uma tendéncia de aumento do teor
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de cafeina no tratamento [1CO2]DH (23,7% em rela¢do ao inicio do experimento), sugerindo
um efeito positivo da [1COz] nas concentragdes foliares de cafeina, diferente do tratamento
[CO2]ambDH, onde houve uma diminui¢do da concentracdo em ca. de 12,6%. Recentemente,
Vega et al. 2020 em experimento com cafeeiros Ardbica e Canephora submetidos ao efeito
isolado de diferentes concentragdes de CO: (300, 400, 500 e 600ppm), isto ¢, sem associagdo a
outro estresse abiotico, concluiram que a [1COz] ndo provocam mudangas significativas em
relacdo ao acumulo de cafeina nas folhas dos cafeeiros, permanecendo com as mesmas
concentragdes nas quatro condi¢des ambientais de CO,. Percebe-se que, em relagdo aos outros
tratamentos, a 1[CO2] e o DH ndo propiciaram uma diminui¢do no acuimulo de cafeina neste
tratamento, sugerindo entdo, a influéncia da 1[CO2] quando associado ao déficit hidrico no
acimulo deste composto nos cafeeiros.

Assim como os resultados deste trabalho, sabe-se que o contetido de 5-CQA ¢ maior do
que o de cafeina e ambos sdo armazenados intracelularmente em grande quantidade no vacuolo.
Porém, a cafeina, da mesma forma, é armazenada extracelularmente, devido a sua caracteristica
hidrofilica e lipofilica. Sabe-se também que o acimulo intracelular de cafeina pode ser devido
a presenga de 5-CQA, ou seja, observa-se que a cafeina esta, possivelmente, correlacionada
com as concentragdes de 5-CQA (Baumann & Rohrig, 1989). Por mais que as concentragdes
de 5-CQA sejam maiores que as de cafeina, observamos um padrdo entre as barras em ambos
os graficos. Segundo Waldhauser e Baumann (1996), o aumento das concentragdes de 5-CQA
leva a uma maior compartimentagdo celular de cafeina.

Em relagdo ao tratamento [1CO2]RD, houve uma diminui¢do das concentra¢des de
cafeina, enquanto as concentragdes de 5-CQA ndo houveram alteragdes. Uma possivel
explicacdo para ambas as concentracdes, seria a mobilizagdo dos esqueletos de carbono para o
metabolismo primario da planta, crescimento e desenvolvimento, ao invés de serem utilizados
no metabolismo secundario, visto que, os cafeeiros nestas condigdes ndo estavam expostos a
nenhum tipo de estresse.

Ainda faltam trabalhos que relacionem a concentracdo destes metabdlitos em cafeeiros
submetidos a déficit hidrico, muitos destes estdo relacionados a estresses bioticos, devido as
propriedades antioxidantes e antibioticas, que auxiliam na resisténcia e prote¢do contra pragas
¢ doengas (Guimaraes et al., 2011). Porém, segundo o cenario de mudangas climaticas, que
altera o indice de precipitagdo, levando a seca para muitas regioes produtoras de café e sabendo
que esta ¢é prejudicial ao cafeeiro, sdo necessarios mais estudos, principalmente relacionados ao
metabolismo secundario destas plantas, visto que muitos dos compostos possuem influencia na

qualidade da bebida.
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Figura 14: Concentragdo de cafeina (mg/g MS) em folhas de plantas de C. arabica submetidas
aos tratamentos de [CO»] ambiente sob rega diaria e déficit hidrico ([CO2]ambRD e [CO2]ambDH,
respectivamente) e alto [CO;] sob rega diaria e déficit hidrico ({[CO2]RD e 1[CO2]DH,
respectivamente) ao longo de 40 dias em condigdes de casa de vegetagdo. As barras representam
a média de 6 repetigdes (n = 6) = DP. Letras maiusculas diferentes representam diferengas
significativas entre os tratamentos da mesma coleta e letras minusculas diferentes representam
diferencgas significativas entre os tratamentos ao longo do tempo de acordo com o teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

5. Consideracoes Finais

De acordo com DaMatta et al (2007) o café mostra taxas fotossintéticas relativamente
baixas e provavelmente requer grandes quantidades de carboidratos para manter alta produgéo
agricola, mas as interagcdes complexas entre fotossintese, alocacdo e armazenamento de carbono
ainda ndo foram examinados adequadamente.

Neste trabalho o 1{CO, ., teve um efeito positivo nas taxas fotossintéticas, mitigando
os possiveis efeitos da seca. O acumulo liquido e significativo de AA livres nas folhas em
resposta a T[CO,]um € a0 déficit hidrico aponta para uma fungio osmorreguladora em resposta
ao estresse imposto, bem como, para uma via primdria preferencial para o acumulo de
esqueletos carbonicos.

O efeito conjunto do déficit hidrico e a 1[CO,] influenciaram o acimulo de 5-CQA ¢
cafeina ao longo do periodo experimental, desempenhando um papel importante no contetido
desses compostos na fase vegetativa das plantas de café.

Experimentos de longo prazo, em especial sob condi¢des de campo que permitam
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avaliar a sazonalidade da influéncia desses cenarios climaticos, nas respostas vegetativas ¢
reprodutivas do cafeeiro, principalmente na composi¢do dos frutos do café e qualidade da

bebida. Para tal a tecnologia de enriquecimento de CO, ao ar livre € requerida.
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ANEXO 1

Perfis do acido 5-O-cafeoilquinico e Cafeina obtidos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)
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Figura 15: Anélise por CLAE do é4cido 5-O- cafeoilquinico, tratamento [COz]amb RD— 17 coleta,
em extrato foliar de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.33 min., tendo como referéncia a curva padrio de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 16: Andlise por CLAE do é4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [CO2]amb DH —1% coleta,

em extrato foliar de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.84 min., tendo como referéncia a curva padrio de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 17: Analise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [TCO2]RD—-1? coleta,

em extrato foliar de Coffea ardabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.81 min., tendo como referéncia a curva padrao de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 18: Andlise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [1CO2]DH-1?* coleta,
em extrato foliar de Coffea ardabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.33 min., tendo como referéncia a curva padrao de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 19: Analise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [CO2]ambRD — 5% coleta,
em extrato foliar de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.31 min., tendo como referéncia a curva padrio de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 20: Analise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [COz]amsDH -5 coleta,
em extrato foliar de Coffea ardabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.33 min., tendo como referéncia a curva padrio de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 21: Andlise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [TCO2]RD -5 coleta,
em extrato foliar de Coffea ardabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.76 min., tendo como referéncia a curva padrao de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 22: Analise por CLAE do 4cido 5-O-cafeoilquinico, tratamento [fCO2]DH-5? coleta, em
extrato foliar de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de
retengdo de 3.33 min., tendo como referéncia a curva padrio de acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 23: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [CO2].mbRD -1? coleta, em extrato foliar
de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 4.49
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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Figura 24: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [COz]ambDH -1? coleta, em extrato foliar
de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retencdo de 5.23
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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Figura 25: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [1CO>]RD-1? coleta, em extrato foliar de
Coffea arabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 5.22
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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Figura 26: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [ fCO>]DH-1? coleta, em extrato foliar de
Coffea arabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 4.48
min., tendo como referéncia a curva padrao de cafeina.
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de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 4.48
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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Figura 28: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [COz]ambDH-5% coleta, em extrato foliar
de Coffea ardbica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 5.23
min., tendo como referéncia a curva padrao de cafeina.
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Figura 29: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [TCO2]RD -5 coleta, em extrato foliarde
Coffea arabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 5.24
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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Figura 30: Analise por CLAE da cafeina, tratamento [{CO>]DH -5* coleta, em extrato foliar de
Coffea arabica cv. Catuai vermelho. A area do pico foi obtida no tempo de retengdo de 4.50
min., tendo como referéncia a curva padrio de cafeina.
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