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RESUMO

O café é um dos principais produtos de exportacdo do agronegdcio brasileiro, no entanto,
as principais variedades de Coffea arabica cultivadas sdo suscetiveis ao fungo biotrofico
Hemileia vastatrix, causador da ferrugem alaranjada, doenca que provoca significativas
perdas na producdo. A atual preocupagdo com o cenario de mudancas climaticas tem
motivado a realizacdo de estudos sobre impactos das alteracdes ambientais previstas no
cultivo cafeeiro e na interacdo planta-patogeno. Este trabalho teve por objetivos avaliar o
efeito de atmosferas enriquecidas de CO, em Coffea arabica comparando-se as cultivares
Catuai vermelho IAC-144 e Obatd vermelho IAC-1669, respectivamente suscetivel e
resistente a ferrugem. Foram conduzidos trés experimentos, sendo dois deles em Camaras
de Topo Aberto (Open Top Chambers, OTCs) nas concentracdes atmosféricas ambiente
(380ppm) e o de elevado CO» (760 ppm), com duracdo de 100 e 45 dias, respectivamente,
e com inoculagdo dos cafeeiros pelo fungo Hemileia vastatrix apenas no segundo
experimento. O 3° experimento foi realizado sob condi¢fes de campo no primeiro sistema
de enriquecimento atmosférico de CO; ao ar livre (FACE) da América Latina instalado
no campus experimental da Embrapa Meio Ambiente de Jaguaritina, SP, no qual os
cafeeiros das duas cultivares foram submetidos a concentragdes atual (~380ppm) e de 550
ppm de CO: ao longo de 27 meses de cultivo. No primeiro experimento, realizado em
OTCs, foi observado aumento nas taxas de assimilacdo de carbono sob condicdes de
elevado CO», principalmente na cultivar Catuai, porém sem efeitos significativos sobre o
crescimento. Os teores de carboidratos aumentaram até os 46 dias, sendo que a cv. Catuai
acumulou maiores teores de glucose e frutose enquanto a cv. Obatd acumulou maiores
teores de amido. A aclimatacdo fotossintética ocorreu simultaneamente ao acimulo de
amido, sendo observada reducdo dos teores de nitrogénio nas duas cultivares. Os teores
de N e C variaram de acordo com a disponibilidade de CO2 atmosférico, com reflexos
significativos na composicio isotopica (8*3C) e de discriminago isotdpica do carbono
(A'3C). No segundo experimento, as medidas de taxas de fotossintese realizadas apds o
ciclo da infecgéo pelo fungo H. vastatrix foram maiores em todos os cafeeiros cultivados
na concentracdo elevada de CO,. Também foram verificados aumentos dos teores de
acucares sollveis totais (AST), amido, fendlicos soluveis totais (FST) e lignina e

diminuicdo dos teores de glucose, frutose, sacarose, rafinose, estaquiose e de aglcares
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redutores (AR) em cafeeiros suscetiveis (Catuai) ndo inoculados com o patdgeno. Quando
foram inoculados com o patdgeno, esses cafeeiros, apresentaram reducdo dos teores de
AST, glucose, frutose e lignina e elevagéo dos teores de AR e amido e ndo apresentaram
variacdes nos teores de sacarose, rafinose e estaquiose. Nao foi observada alteracdo na
severidade dos sintomas causados por Hemileia vastatrix nos cafeeiros suscetiveis
crescidos em alto de CO, em comparacdo com aqueles mantidos na concentragdo
atmosférica ambiente. O 3° experimento indicou que o aumento da concentracdo
atmosférica de CO: nos cafeeiros cultivados no sistema FACE ndo influenciou
significativamente as concentracGes foliares de carboidratos, de fenolicos sollveis totais
e de lignina, nas duas cultivares ao longo do periodo de 27 meses. Por outro lado,
propiciou 0 aumento das taxas de fotossintese do cafeeiro, principalmente no periodo
guente e umido, contribuindo ainda para a elevacao da eficiéncia intrinseca do uso da
agua. Adicionalmente, o aumento da discriminacdo isotopica de carbono indicou
influéncia positiva da maior concentracdo atmosférica de CO> na assimilacdo de carbono
em todos os cafeeiros. Em resumo, as cultivares de cafeeiro estudadas responderam ao
incremento da concentracéo atmosférica de CO2 com aumento na fotossintese, porém este
incremento nao resultou em melhora de resisténcia ao fungo causador da ferrugem do

café quando cultivado em OTCs.



ABSTRACT

Coffee is one of the main comodities of the Brazilian agribusiness but most cultivars of
Coffea arabica are susceptible to the fungus Hemileia vastatrix, the causal agent of the
coffee rust disease, with negative impacts on coffee prodution. The current concerns with
the scenario of climate changes have stimulated studies on impacts of environmental
changes on coffee cultivation and its interaction with the pathogen. This work aimed to
evaluate the effect of CO2-enriched atmospheres on two cultivars of Coffea arabica,
comparing the suscetible cultivar red Catuai 144 IAC with the resistant one IAC 1669 red
Obatd. Three different experiments were carried out, two of them in Open Top Chambers
(OTCs) under ambient (380ppm) and high CO> atmosphere (760 ppm), for 100 and 45
days, respectively, and the second one with H. vastatrix inoculation. The third experiment
was performed under field conditions in the first free air CO2 enrichment (FACE) system
in Latin America, installed in the Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP, Brazil, in
which coffee cultivars were subjected to current concentration (~ 380ppm) and CO»-
enriched atmosphere (550 ppm) for 27 months. We evaluated the net carbon assimilation
rates and the contents of primary and secondary metabolites. In the first experiment
conducted in OTCs, an increase in carbon assimilation was observed under high CO-
conditions, mainly in the cultivar Catuai, but without significant effects on growth.
Carbohydrate levels increased until the 46™ day, with accumulation of glucose and
fructose in the Catuai cultivar when compared with the Obatd, which stored
predominantly starch. The photosynthetic acclimation occurred simultaneously to the
accumulation of starch, following the reduction in the levels of nitrogen in both cultivars.
The levels of N and C varied according to the availability of atmospheric CO2, with
significant effects on isotopic composition (A¥®C) and carbon isotope discrimination
(AT3C). In the second experiment, the net photosynthetic assimilation was measured after
infection by the fungus H. vastatrix, being higher in both cultivars under elevated CO..
Increased levels of total soluble sugars (AST), starch, soluble total phenolic (FST) and
lignin and reduction of glucose, fructose, sucrose, raffinose, stachyose and reducing
sugars (AR) were observed in susceptible coffee (Catuai) not inoculated with the
pathogen. Plant inoculation with the pathogen led to a reduction in the levels of AST,
glucose, fructose and lignina and increasing in AST and starch with no changes in

sucrose, raffinose and stachyose. No changes were observed in the severity of symptoms
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caused by H. vastatrix on the susceptible cultivar under high CO2 when compared to
ambient atmospheric concentration. The third experiment indicated that the atmospheric
CO2 concentration in the FACE system did not influence significantly the foliar
concentrations of carbohydrates, total soluble phenolic and lignin, in both cultivars over
the period of 27 months. On the other hand, the increase in the atmospheric CO; led to
increased of photosynthesis rates of the coffee trees, mainly during warm and rainy
seasons, contributing to the elevation of the intrinsic water use efficiency. Additionally,
the increased carbon isotope discrimination indicated positive influence of increased
atmospheric CO. concentration in carbon assimilation in both cultivars. In conclusion,
the coffee cultivars responded to the elevated atmospheric CO2 concentration increasing
photosynthesis, but this increase did not result in resistance improvement to the coffee

rust fungus when coffee was grown on OTCs.
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1. INTRODUCAO

Atualmente ¢ fato amplamente aceito que a concentragao de didxido de carbono
no ar atmosférico [CO2] tem aumentado nos ultimos dois séculos, devido principalmente
as emissodes associadas & queima de combustiveis fosseis e da cobertura florestal. As
medicdes indicaram que entre 2005 e 2014, a média anual de aumento do CO» atmosférico
foi de 2,11 ppm, o que corresponde a mais que o dobro das taxas verificadas no periodo

de 1965 a 1974 (http://www.esrl.noaa.gov/emd/ccgg/trends/ e http://www.co2now.org).

Estima-se que a [CO;] aumenta cerca de 1% ao ano e nesse ritmo, segundo a simulagdo
de modelos climaticos, as concentragdes poderdo atingir entre 600 e 750ppm em 90 anos
(IPCC, 2013).

A temperatura média global aumentou 0,4% entre 1992 e 2010 (Guia Rio+20) e
os modelos sugerem que a temperatura média da atmosfera terrestre aumentara de 1,5 a
4°C neste século, ocasionando derretimento de parte do gelo das calotas polares, elevando
o nivel ocednico trazendo inimeros prejuizos para a humanidade e para os ecossistemas
principalmente das zonas litoraneas. Também serdo observadas alteragdes na umidade
atmosférica, nos regimes de precipitagdo e na circulagdo atmosférica e oceanica
(Buckeridge et al., 2007; IPCC, 2013).

Em setembro de 2013, o Painel Brasileiro de Mudangas Climaticas (PBMC),
criado em 2009 pelos ministérios do Meio Ambiente (MMA) e da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo (MCTI), divulgou o primeiro relatorio de avaliacdo nacional (RANT1). Este ¢ o
mais completo diagnostico ja produzido sobre as tendéncias do clima futuro no pais. As
previsdes apontam para um aumento em todas as regides do Brasil, de 3 a 6°C até 2100.
Sugere, ainda, que os indices pluviométricos apresentardo reducdes em quase todos os
biomas, tanto no inverno quanto no verdao, com excecao dos Pampas e da Mata Atlantica
(apenas a por¢ado da regido sudeste) em que a precipitacao sera maior (RANTI, 2013).

Uma das alternativas de mitigagdo das mudangas climaticas € o sequestro do
carbono atmosférico, cujo mecanismo mais eficiente ¢ a fotossintese (Buckeridge &
Aidar, 2002), processo no qual a energia luminosa solar ¢ utilizada e armazenada na
sintese de compostos carbonados que servirdo como fonte de energia para a propria planta
e todas as formas de vida (Taiz & Zeiger, 2010). Estima-se que 40% da massa seca de
uma planta consiste em carbono fixado na fotossintese (Lambers et al., 2008). Sendo

assim, o estudo da fotossintese e do metabolismo de compostos de carbono de plantas
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expostas a elevadas concentragdes de CO; estao relacionados a potencialidade de um
aumento na producdo agricola (Cure & Acock, 1986) e de alteragdes no funcionamento
de plantas e ecossistemas (Mooney et al., 1991), contribuindo na elaboracao de estratégias

adaptativas as novas condi¢des climaticas.

1.1 Efeitos do CO; elevado sobre a fotossintese, o crescimento e o metabolismo
de plantas

As plantas inicialmente percebem e respondem ao aumento na concentragdao de
CO; através do aumento na assimilacdo fotossintética e da reducdo na condutincia
estomatica, e todos os outros efeitos do CO; elevado em plantas derivam dessas duas
respostas fundamentais (Ainsworth & Rogers, 2007). A alteracdo na concentragdo
atmosférica de CO2 s6 pode ser percebida nas plantas por tecidos que estejam expostos
ao ar. A presenca da cuticula protetora em folhas e outros 6rgaos fotossintéticos de plantas
superiores indica que apenas a superficie interna das células-guarda dos estdmatos e
células do mesofilo podem perceber diretamente mudangas na concentracdo de CO:
atmosférico (Long et al., 2004).

Nos cloroplastos, a absor¢do de fotons ¢ realizada por pigmentos, principalmente
clorofila, distribuidos em complexos antena, que direcionam e transferem a energia de
excita¢do para os centros de reacdo dos fotossistemas I e II. No fotossistema II ocorre a
oxidagdo de moléculas de 4gua, com producdo de oxigénio e doacdo de um elétron para
a cadeia de transporte de elétrons que o liga ao fotossistema I. Os prétons produzidos pela
oxidagdo da agua, que ocorre no limen das tilacoides, geram um gradiente eletroquimico
através da membrana da tilacéide, o que se torna uma forca motora para a fosforilagdo de
ADP em ATP. No fotossistema I, ocorre a redu¢do de NADP" em NADPH. Ambos, ATP
e NADPH sao utilizados nas reagdes subsequentes da fotossintese, o ciclo de reducao de
carbono ou Ciclo de Calvin. O processo de fixacao de carbono se da pela carboxilagao
da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP, um agtcar de cinco carbonos) pela enzima ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco), formando duas moléculas de 3-
fosfoglicerato. Este ¢ reduzido a triose-fosfato, processo que consome ATP e NADPH
(Lambers et al., 2008; Taiz & Zeiger, 2010).

A Rubisco ¢ considerada a proteina mais abundante do planeta, constituindo até
50% das proteinas encontradas em uma folha (Andersson & Backlund, 2008). Além da
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importante fungdo que exerce, essa grande quantidade ¢ também necessaria por ser a
Rubisco um catalisador ineficiente (Parry et al., 2008). Competitivamente, a Rubisco
catalisa também a oxigenacdo da RuBP, no processo denominado fotorrespiracdo. A
Rubisco tem maior afinidade pelo CO», porém, o O2 ocorre em concentragao cerca de 550
vezes maior que o primeiro, fazendo com que a competigdo entre os dois substratos
gasosos pela enzima seja um dos fatores determinantes da eficiéncia da fotossintese nas
atuais concentragdes de CO atmosférico (Lambers et al., 2008). Uma vez que esta reagdo
com o oxigénio € inibida competitivamente pelo CO,, espera-se que, se a fotossintese
estiver limitada pela Rubisco, um aumento da concentracao atmosférica de CO» de 350
ppm para 700 ppm aumente a taxa de assimilacdo em torno de 78% a 25°C. Se a
fotossintese estiver limitada pela regeneragdo de seu substrato, a RuBP, esta deve se
beneficiar apenas do deslocamento da reacdo de oxigenacdo e, portanto, com o mesmo
aumento na concentragdo atmosférica de CO2 deve aumentar apenas em torno de 27% a
25°C. Se a fotossintese estiver limitada pela troca de trioses fosfato/ Pi com o citoplasma,
esta ndo deve aumentar com o incremento na concentracdo de CO, atmosférica (Stitt,
1991).

As respostas de plantas a maior concentragdo atmosférica de CO; sdo classificadas
em dois tipos, de acordo com o periodo de exposi¢do. As respostas de curto prazo sio
imediatas, observadas apds uma exposicdo de segundos a minutos ao CO; elevado. As
respostas de longo prazo surgem apds dias ou semanas em exposi¢ao ao elevado CO:
(Sasek et al., 1985; Sage et al., 1989; Wolfe et al., 1998).

A aquisi¢do de CO; pelas plantas envolve a difusdo deste gas da atmosfera para
os espagos intercelulares do mesofilo foliar, através dos estdmatos, e subsequentemente
para os cloroplastos, onde a fixacdo do CO2 em compostos organicos cria o gradiente de
concentragdo que gera a difusdo (Evans & Loreto, 2000).

Os isétopos estaveis de carbono *C/*2C ndo estdo distribuidos igualmente na
matéria, devido ao fracionamento durante processos fisicos, quimicos e biol6gicos
envolvendo o ciclo desse elemento. As plantas sio normalmente reduzidas em *3C devido
ao fracionamento isotopico durante a fixacdo fotossintética do CO». Assim a abundéncia
de iso6topos de C se tornou ferramenta classica para distinguir vias fotossintéticas
diferentes sendo que plantas C3 exibem maior variagdo isotopica de $°C (Brugnoli &
Farquhar, 2000)

A discriminagdo contra o is6topo pesado (AC) ocorre durante a fixacdo
3



fotossintética do C (Farquhar et al., 1989) e esta refletida nos valores de §**C dos tecidos
vegetais. Em plantas C3, o valor de AC é altamente dependente da razdo entre as
pressdes intercelular e atmosférica do CO> (pi/pa) prevalecente no momento em que o
carbono foliar foi assimilado. Essa razédo representa o balanco entre a taxa de difusao de
CO; controlada pela condutancia estomatica (gs) e a assimilacdo de CO; determinada pela
fotossintese (Farquhar, 1982; 1989; Evans et al., 1986). H&4 uma relacdo linear entre pi/pa
e ABC, ou seja, quando pi/pa é baixa, ABC ¢é governada por fracionamento difusional
enquanto que se pi/pa é elevada entdo AC é governada por fracionamento devido &
carboxilagdo (Farquhar & Sharkey, 1982). Assim a discriminagao isotdpica do carbono
(A), ¢ considerada uma medida integrada dos eventos bioquimicos da planta e das
condi¢des ambientes preponderantes, correlacionando-se com as variagdes das taxas
fotossintéticas (Condon et al., 1987; Farquhar et al., 1989; Johnson et al., 1990). Dos dois
isotopos estaveis do carbono, 'C e '?C, o pesado, em virtude dos efeitos de massa,
difunde-se e reage (carboxila¢do pela Rubisco) em velocidades menores em relacao ao
isotopo '2C. Portanto, as plantas podem discriminar o '*C durante a fixag¢io fotossintética
do CO», em relagdo ao reservatério de carbono na atmosfera (Farquhar et al., 1989).
Independentemente do CO, atmosférico utilizado na fotossintese, A¥*C difere de 53C por
descrever somente mudancas na composicao isotopica induzidas pela planta (Farquhar &
Richards, 1984).

A avaliacio da abundancia natural de isotopos estaveis tais como *C/*2C e °N/*N
possibilita a compreensdo da ciclagem desses nutrientes entre os diferentes
compartimentos da natureza, nos mais diferentes ecossistemas e em diferentes escalas
espaco-temporais apresentando, portanto, um carater de variaveis integradoras de
processos ecofisioldgicos (Bassirirad, 2003; Esmeyer-Liu et al., 2012; Sah & Brumme,
2003; Zak et al., 2011).

Enquanto a diminuicio da razdo *C/*C apresenta um lento mas continuo
decréscimo em escala global, os valores de §*°N apresentam ampla variacdo espacial,
tanto em escala global quanto local, e estdo relacionadas a diferencas entre fontes e
estratégias de aquisi¢do de nitrogénio, tipos de vegetacdo, deslocamento de espécies
sendo portanto considerados bons bioindicadores em estudos de ciclagem desse nutriente
(Esmeyer-Liu et al., 2012; Fertig et al., 2010). Em plantas, o processo de fracionamento
contra o isétopo mais pesado °N pode ocorrer durante a assimilagio de N na forma de

NHx ou NOx e pode diminuir quando N ndo é abundante (Hobbie & Ouimette, 2009;
4



Esmeyer-Liu et al., 2012).

No contexto das mudangas climaticas, alguns estudos foram conduzidos no
sentido de se avaliar possiveis alteraces na ciclagem de C e N. Esmeyer et al.(2012)
encontraram correlacdes significativas entre a diluigio atmosférica de 5!3CO; e os valores
de 5'3C em diferentes Orgdos e espécies vegetais, bem como, entre 0o aumento da
deposicdo atmosférica de N e os valores de 6*°N. Sah & Brumme (2003) avaliaram a
abundancia natural de °N e de 3C em solos e folhas de Pinnus ao longo de gradientes
altitudinais, verificando que a composicéo isotopica estaria estreitamente relacionada a
disponibilidade local de N. Cernusak et al. (2009) avaliaram o efeito de elevadas
concentragfes atmosféricas de CO. na assimilagdo de N em espécies arboreas
leguminosas e ndo leguminosas. Os valores de §*°N diminuiram em resposta ao CO;
elevado; o teor foi ainda menor em espécies leguminosas e variou entre as espécies
estudadas dependendo do “status” nutricional e hidrico.

Foram descritos na literatura trabalhos utilizando analises isotopicas de °N e 13C
para interpretar respostas fisioldgicas de cafeeiros submetidos a estresses ambientais.
Carelli et al. (1999), por exemplo, analisaram os valores de A*C em folhas de Coffea sp.
cultivados em diferentes niveis de irradiancia. Os resultados indicaram que o decréscimo
de A™3C esteve mais fortemente associado ao aumento das taxas fotossintéticas (4) do que
ao aumento da condutincia estomatica (gs). Os valores de ABC foram negativamente
correlacionados aos valores de 4 e gs bem como ao aumento dos teores foliares de N.
Silva et al. (2004) verificaram em cafeeiros cv. Catuai vermelho que os valores de 5'°C
indicaram alta correlacdo negativa entre A e A*C em folhas, concluindo que A*C seria
um bom parametro indicador de respostas de cafeeiros a limitagcdes ambientais. Aumentos
em AC e na razdo pi/pa na época fria sugeriram menor capacidade de assimilacio de
COo».

De acordo com Farquhar (1989), valores mais negativos de §'°C podem ser
decorrentes de altos valores de gs ou de menores valores de 4, os valores de §'°C estio
correlacionados negativamente a razdo ci/cq (CO: intercelular/CO; atmosférico). Em
plantas C3, os valores de §'°C da biomassa vegetal sdo bons indicadores de c; em
intervalos de tempo maiores que aqueles obtidos pela medida instantanea de trocas
gasosas. O valor de ¢; reflete a relagdo entre gs € 4 e, consequentemente, fornece
informacao sobre a eficiéncia instantanea do uso da agua (EIUA). Se ¢; ¢ alta entdo gs ¢
menor em relagio a 4 e ha maior discriminagdo do isétopo '*C pela Rubisco logo ABC é
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direta e positivamente correlacionado a c¢;. Se ¢; ¢ menor entdo mais isétopos *C sdo
fixados pela Rubisco e os valores de AC ento sdo menores (Lambers et al, 2008).

Recentemente Farquhar e Cernusak (2012) incluiram no modelo de A¥C uma
corre¢ao decorrente da influéncia da transpiragao na difusao do CO> entre a atmosfera e
os espacos intercelulares, nesse caso o efeito denominado “ternario” se refere a interagao
tripla dos gases CO», vapor d’adgua e ar. No caso das plantas C3, os efeitos terndrios
incorporados ao modelo de A3C tém implicacdes na determinagdo da condutincia do
mesofilo a partir de medidas acopladas de AXC e de trocas gasosas foliares (Cernusak
etal., 2013).

Quando as plantas sdo cultivadas em alto CO> existe um estimulo inicial da
fotossintese, mas este pode ser perdido ou diminuido. Esta redugdo da capacidade
fotossintética da folha ¢ denominada de regulagdo negativa e pode limitar o potencial das
plantas de mitigar os efeitos danosos do excesso de CO; na atmosfera (Stitt, 1991; Sage,
1994; Drake et al. 1997; Norby et al., 1999).

O armazenamento do carbono assimilado na fotossintese ocorre através da sintese
de carboidratos, compostos produzidos em grande quantidade pelas plantas e que
possuem altas propor¢des de carbono. Enquanto a maior parte da triose-fosfato produzida
no Ciclo de Calvin ¢ utilizada para regenerar a RuBP, processo que consome ATP, 1/6 da
triose-fosfato ¢ de fato direcionada para a produgao de sacarose ¢ amido (Leegood et al.,
2000; Lambers et al., 2008).

Os processos de sintese de sacarose e amido estdo fortemente ligados as taxas de
assimilagdo de COz pela troca de trioses fosfato e fosfato inorganico através da membrana
do cloroplasto (Foyer et al., 2000). As trioses-fosfato sdo exportadas ao citosol para a
sintese de sacarose, que ¢ utilizada nas folhas e alocada para 6rgdos heterotréficos da
planta como raizes, frutos e tubérculos. As trioses-fosfato também podem ser retidas nos
cloroplastos e serem direcionadas para a sintese de amido transitdrio, funcionando como
um sistema de escape para manter a taxa de fotossintese quando as taxas de sintese e
exportacdo de sacarose foram atingidas (Flugge, 2000; Trethewey & Smith, 2000). A
assimilacdo da planta geralmente ¢ suficiente para a demanda imediata do crescimento (a
partir da sintese e mobilizagdo da sacarose), mas também para acumular compostos na
folha (sintese de amido transitorio). O amido € o carboidrato de reserva mais abundante
nas plantas em termos de quantidade, universalidade e distribuicdo entre espécies.
Durante a noite subsequente ao periodo de assimilagdo, o amido transitorio ¢ degradado
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gerando substratos que serdo utilizados na sintese de sacarose. Este agucar provera
esqueletos de carbono e energia tanto para as células foliares quanto para os tecidos nao
fotossintetizantes. Portanto, a partir da degradacdo noturna do amido da-se continuidade
a provisao do carbono necessaria ao crescimento da planta (Smith & Stitt, 2007)

A elevacao do CO; atmosférico, 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 agua (Long et al., 2004). O crescimento pode ser definido como aumento de massa
seca, volume, area ou comprimento e, portanto, dependente da producdao primaria
(Lambers et al, 2008). O aumento de CO» atmosférico pode afetar os processos bioldgicos
em diferentes niveis de organizacao, sendo que os controles fisioldgicos e ecoldgicos sdao
os estudados hd mais tempo (Ainsworth & Rogers, 2007). A relagdo entre a taxa de
fotossintese e o crescimento ndo ¢ direta, ou seja, quanto maior a fotossintese maior o
crescimento, mas sim de retroalimentagdo (feedback), onde ndo s6 a taxa fotossintética
pode modificar o crescimento, mas também, a taxa de crescimento pode influenciar a taxa
fotossintética. A base deste mecanismo ¢ que a alta concentragdo de fotoassimilados
aumenta a capacidade dos drenos ja existentes e estimula a formacao de novos drenos. A
incapacidade do organismo de criar novos drenos (ou aumentar os existentes) leva ao
acumulo de carboidratos nas folhas o que resulta na inibi¢ao da taxa fotossintética (Stitt
1991, Paul & Foyer 2001, Paul & Pellny 2003; Smith & Stiit, 2007). O que tem sido visto
¢ que o efeito do CO; sobre a taxa de crescimento ou € pequeno, quando medido no final
do experimento, ou comega maior e termina igual ou menor do que a concentragdo
ambiente, quando realizado ao longo de experimento (den Hertog et al. 1996, Makino et
al. 1999, Centritto ef al. 1999; Poorter & Nagel, 2000; Ziska, 2003).

Embora seja 6bvio que as plantas devem atingir um equilibrio entre assimilagao
de carbono, estoque de carbono e crescimento, pouco ainda se sabe sobre como isso ¢
alcancado (Smith & Stitt, 2007). Ao mesmo tempo em que o crescimento € rigorosamente
regulado, de modo que ¢ possivel identificar o habito de uma espécie, mesmo em
individuos submetidos a diferentes condic¢des, o crescimento também deve ser capaz de
responder as condi¢des ambientais de modo a otimizar a eficiéncia de uso dos recursos
(Walter et al., 2009). O crescimento, conforme definido por Lambers et al. (2008), é o
incremento de massa seca, volume, comprimento ou area, € envolve a divisdo, expansao
e diferenciacdo celular. E resultado da intera¢do de diversos processos, como as taxas de
fotossintese e respiracgao, o transporte de assimilados, a disponibilidade de nutrientes do
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solo, as relagdes hidricas da planta e sua fase de desenvolvimento (Walter et al., 2009).

De acordo com Jablonski (2002), plantas cultivadas sdo mais responsivas ao
aumento de [COz] do que plantas em ambiente natural, no entanto, as respostas diferem
entre os diversos grupos taxondmicos e funcionais, com importantes implicacdes no
funcionamento futuro de agrossistemas. O aumento nas taxas fotossintéticas e a melhora
nas relacdes hidricas observados nas plantas cultivadas em elevado CO> 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 &
Pérez-Soba, 2002; Ainsworth & Long, 2005).

Os métodos de experimentacdo para avaliar o efeito do aumento da concentragao
do CO; e também de outros gases podem ser realizados em ambientes controlados. As
estufas de topo aberto (Open-Top Chambers — OTC) sdo uma alternativa para criar um
ambiente mais realista. Porém, o microclima em seu interior ¢ alterado pela estrutura de
plastico que envolve as estufas, quanto a temperatura, umidade e radiagao solar (Ghini,
2005; Long et al., 20006).

Uma vez que diversos autores tém questionado a influéncia de artefatos em
ambientes controlados de avaliacdo de respostas de plantas ao clima, os resultados mais
realistas sobre essas respostas sdo aqueles relatados em experimentos com estruturas do
tipo FACE (do inglés, Free Air Carbon Enrichment). Em tais experimentos, diferentes
concentragdes de COz sdo aplicadas sobre areas extensas de espécies cultivadas sob
condi¢des de manejo mais proximas das condi¢des reais (Ainsworth ef al., 2008). Nos
ultimos anos, esse tipo de experimento tem permitido acompanhar o impacto de elevadas
concentragdes de CO; atmosférico durante todo o ciclo de vida sob condi¢des mais
representativas das variagdes climaticas e ecoldgicas, especialmente no caso de cultivos
agricolas (Leakey et al., 2009).

Em uma revisdo, compilando 124 trabalhos realizados em FACE, Ainsworth &
Long (2005) verificaram que as taxas fotossintéticas de plantas cultivadas em elevada
[CO2] aumentaram 28%. Valores similares a este (aumento de 33%) foram encontrados
em espécies de gramineas do tipo C3 em diferentes condi¢des de crescimento. O estudo
de Ainsworth & Long (2005) também mostra que ocorre reducdo na taxa de condutancia
estomatica de aproximadamente 20% e aumento na eficiéncia do uso da 4gua em até 50%.

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
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substanciais na taxa de fotossintese e producao primaria liquida a despeito da regulagao
da atividade da enzima rubisco; ii) aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio; iii)
aumento da eficiéncia hidrica; iv) estimulo das taxas de respiracdo noturna; v) nao ha
estimulo direto sobre a fotossintese de plantas C4 mas, indiretamente, aumenta o
rendimento liquido em carbono nas situagdes de deficiéncia hidrica; vi) o aumento do
rendimento em cultivos agricolas foi menor do que o esperado. Os autores observaram
que, embora essas constatagdes tenham se baseado em sistemas cultivados, as
implicagdes para os sistemas naturais sao igualmente importantes.

Wang et al. (2012) resumiram e interpretaram um total de 466 observagdes em 84
publicagdes sobre efeitos de CO> sobre a fisiologia e crescimento de espécies vegetais
sob diferentes faixas de temperatura. Foram reportados efeitos positivos e negativos no
acimulo de biomassa, na maquinaria fotossintética, na concentracdo de nitrogénio no
metabolismo e fotossintese de espécies do tipo C3, C4, leguminosas e ndo leguminosas,
herbaceas, lenhosas, cultivadas e ndo cultivadas. Os estudos apontam que os efeitos
benéficos da eficiéncia fotossintética obtida sob elevadas [COz] podem ser contra-
balanceados por fatores de estresse, tais como, excesso de chuvas e aumentos de
temperatura.

Terashima et al. (2014) relataram diversos estudos recentes sobre efeitos de
elevadas concentragdes atmosféricas de CO2 no desenvolvimento de diferentes espécies
vegetais. Os resultados indicaram alteragdes morfologicas e no desenvolvimento vegetal;
mudangas nas relagdes C/N e nas razdes fonte/dreno, alteracdes no metabolismo e

translocacdo de fotoassimilados e na respiragao.

1.2 EFEITOS DO CO2 ELEVADO NO METABOLISMO DE DEFESA CONTRA

FITOPATOGENOS

As modifica¢des morfofisiologias vegetais associadas ao aumento de temperatura
e aumento dos niveis de precipitacdo resultantes da elevacdo atmosférica de CO2 podem
alterar os niveis de incidéncia e severidade de doencas de plantas cultivadas, em
decorréncia de novas formas de interagdo patégeno — hospedeiro (Ghini et al., 2008), o
que representa um grande desafio a produgdo de alimentos.

As alteragdes no metabolismo, crescimento e processos fisioldgicos das plantas
promovidas pelo incremento de CO; influenciam os componentes epidemioldgicos das
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doencas, devido a alteracao no microclima resultando, em longo prazo, por exemplo, em
aumento de esporulacdo e agressividade do patégeno e alteracdo de resisténcia levando,
em ultima instancia, a selecdo de novos patdgenos adaptados ao novo ambiente e por
conseqiiéncia novas doengas gerando maiores custos de producgdo agricola (Chakraborty,
2008; Ghini, 2005; 2008).

A literatura descreve inumeros trabalhos que investigaram o efeito de elevada
[CO2] na ocorréncia de doencas em plantas, relatando efeitos positivos, negativos ou
nenhuma alteragao de acordo com o patossistema analisado. Por exemplo, McElrone et
al. (2010) constataram aumento da incidéncia de mancha foliar causada por espécies do
género Cercospora em espécies arboreas ao longo de cinco anos de exposicao a elevadas
[CO2] em sistema FACE. Esse efeito, segundo os autores, resultou possivelmente de
modificagdes na planta hospedeira, as quais favoreceram o crescimento e reproducao do
fungo. Por sua vez, Guo et al. (2012) verificaram que os niveis de resisténcia de
tomateiros a Helicoverpa armigera, um inseto herbivoro que causa sérios danos as folhas
da planta, foram reduzidos, por interferéncia negativa na sintese de acido jasmonico e,
portanto, na via sinalizadora do jasmonato, interferindo na sintese de diversas substancias
de defesa do vegetal. Melloy ef al. (2010) avaliaram a producao e desempenho de fungos
patogenos em trigo ao longo de dois anos em FACE e observaram que a variedade
suscetivel ao fungo ndo foi alterada, enquanto a variedade resistente apresentou aumento
de 68% na incidéncia de doencas. Melloy ef al. (2014) estudaram a influéncia de CO;
atmosférico e temperatura elevados na suscetibilidade de dezesseis genotipos de trigo ao
fungo patogénico Fusarium pseudograminearum verificando que, sob elevada
concentracdo de CO> e temperatura ambiente, houve aumento nos parametros de
incidéncia e severidade da doenga bem como na biomassa do fungo.

As diferentes respostas observadas indicam qudo especifica ¢ a natureza da
interacdo patdégeno-hospedeiro, dai a necessidade de estudos especificos para diferentes
patossistemas em diferentes regides geograficas a fim de desenvolver cultivares
resistentes, novos métodos de controle de doencas e adaptar técnicas de manejo com o
objetivo de evitar maiores prejuizos a producao agricola (Ghini et al., 2008; McElrone,
2010).

A regulagdo de respostas de defesa vegetal tem sido estudada hé décadas, no
entanto, poucos estudos abordaram os efeitos da infec¢ao pelo patdogeno no metabolismo
primario de plantas (Berger et al., 2007). Recentemente o interesse nessa area de
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investigacdo vem aumentando e aspectos como fotossintese, particdo de carbono e
regulacdo das relagdes fonte-dreno em diferentes interagdes planta-patdogeno tém sido
investigados (Berger et al, 2007; Cabello et al., 2014).

Estudos fitopatoldgicos tém levado em conta o status fisiologico dos tecidos
infectados para elucidar os mecanismos da infecgdo. A ativacao de respostas de defesa
exige uma alta demanda metabdlica na regido da infec¢do devido ao requerimento de
esqueletos carbonicos e de energia para a sintese de novas moléculas. As taxas
respiratorias do hospedeiro aumentam durante a resposta de defesa, sugerindo elevagao
do metabolismo para fornecer energia (Bolton, 2009).

As alteracdes no metabolismo primdrio durante a resposta imune vegetal foram
também evidenciadas por alteragdes na fotossintese de folhas infectadas. Scharte et al.
(2005), por exemplo, verificaram redugdo das taxas fotossintéticas tanto no sitio de
penetracao do patdgeno quanto nas areas circunvizinhas durante a resposta de resisténcia.
Em outras interagdes compativeis, no entanto, a regido do sitio de infec¢ao apresentou
elevagdo da fotossintese como no caso da infeccdo de tomate por Botrytis cinerea e
Pseudomonas syringae (Berger et al, 2004).

Uma vez que os patdogenos também possuem enzimas glucoliticas extracelulares,
e utilizam preferencialmente hexoses ao invés de sacarose (Voegele et al, 2001), ndo esta
claro se interagdes compativeis envolvem invertases do fungo ou da propria planta
(Berger et al. 2007).

A redugdo localizada da fotossintese, em conjun¢do com aumento da demanda
metabolica celular durante o processo de infecc¢ao, inicia a transi¢ao do status de fonte
para dreno dos tecidos infectados (Berger, 2007). Apods a inoculagdo, o teor de sacarose
apoplastica aumenta durante horas ao longo da interagdo compativel (Scharte et al.,
2005). O aumento dos teores de sacarose se deve a atividade das enzimas sacarose- sintase
e invertases (Ehness ef al., 1997). Ambas utilizam a sacarose como substrato para gerar
glucose e frutose, que estardo disponiveis para serem utilizadas na producao de energia,
macromoléculas e biossintese de aminoacidos (Roitsch et al, 2003; Koch, 2004; Berger
et al. 2007; Vargas and Salerno, 2010). Cabello et al. (2014) demonstraram que
individuos de Arabidopsis thalianna mutantes para enzimas invertases e sacarose sintases
apresentaram alteragdes no processamento local e sist€émico de sacarose que
comprometeram o desenvolvimento das plantas.

As respostas vegetais ao ataque por fungos patogénicos geralmente estdo
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conectadas intimamente as vias reguladoras dos niveis de acucar na célula vegetal,
garantindo a homeostase energética (Hey et al., 2010). Os agucares apresentam papel
regulatorio afetando todas as fases do ciclo de vida vegetal interagindo com fitormonios
e controlando os processos de crescimento e desenvolvimento (Wind et al., 2010; Stokes
etal., 2013).

Muitos trabalhos descrevem a importancia dos niveis de agucares na resisténcia
de plantas ao ataque de patdgenos fingicos, porém, seu papel como moléculas
sinalizadoras na resposta de defesa vegetal foi descrito mais recentemente, a partir do
estudo de mutantes, transgénicos e analise de expressao génica (Doehlemann ez al. 2008;
Morkunas et al. 2011; Bolouri Moghaddam and Van den Eden 2012; Cho et al., 2012;
Schenk et al., 2012).

Estudos ecoldgicos e agrondmicos indicaram forte correlacdo entre concentragao
de agucares soluveis e tolerancia a estresses (Morkunas, 2014; Rosa et al, 2009). Alguns
autores acreditam que o acumulo de carboidratos possa servir como um sinal metabdlico
indutor de expressao de genes de defesa e repressores da fotossintese (Berger et al. 2004;
Chou et al. 2000; Ehness et al. 1997; Kocal et al. 2008; Roitsch ef al. 2003; Scholes et
al. 1994; Sinha et al. 2002; Morkunas, 2014).

A hexoquinase (HXK1) ¢ o sensor de glucose mais investigado (Granot et al,
2013; Morkunas, 2014). De acordo com Kim et al. (2006), as hexoquinases podem
“perceber” as hexoses soluveis e regular a morte celular programada sugerindo uma
ligacdo direta entre metabolismo de carboidratos e respostas de defesa.

Assim como sdao recentes os trabalhos que analisaram o envolvimento do
metabolismo primario nas respostas de defesa vegetal ao ataque de patdgeno, também sao
recentes estudos sobre a influéncia de CO: elevado nessas interagdes. Por exemplo,
Vaughan ef al (2014) investigaram o efeito de CO> elevado na interagdo milho e
micotoxinas do fungo Fusarium verticillioides. Os resultados obtidos indicaram que a
redugdo nos teores de carboidratos observados nas plantas cultivadas em alto CO>
comprometeu a sintese de compostos de defesa, aumentando a suscetibilidade do
hospedeiro ao patdégeno.

Diversos estudos ja foram desenvolvidos quanto a identificagdo de genes e de
compostos do metabolismo secundario envolvidos na defesa do cafeeiro contra ferrugem.
Contudo ainda nao foram relatados na literatura estudos sobre alteragdes do metabolismo
primario na interagdo entre cafeeiros e H. vastatrix, seja em atmosfera ambiente, seja em
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atmosfera com elevado CO».

O sucesso da defesa da planta no combate a invasao do agente patogénico depende
em muito da rapidez e intensidade de resposta. Quando as respostas de defesa sdo tardias
e/ou pouco intensas, a planta hospedeira apresenta suscetibilidade ao agente patogénico
e a interacdo denomina-se compativel. Pelo contrario, quando as respostas de defesa sao
rapidas e/ou intensas permitem bloquear eficazmente o avanco do agente patogénico, a
planta apresenta resisténcia e a interacdo denomina-se incompativel (Duhoux & Nicole,
2004; van Loon et al., 2006; Bari & Jones, 2009).

A reagdo de hipersensibilidade (RH) ¢ uma forma de morte celular programada que
consiste na morte rapida das células da planta no local de penetracao do agente patogénico
(Lecouls et al., 2006; Mur et al., 2008). Embora esta reagdo de defesa possa constituir,
por si s6, um mecanismo eficaz de resisténcia contra os agentes patogénicos biotréficos,
como as ferrugens, que dependem de células vivas do hospedeiro para se desenvolverem
e reproduzirem, ela é apenas uma parte de toda a estratégia defensiva da planta (Heath et
al., 1997).

A RH parece estar associada a uma série de alteracdes metabolicas integradas e
coordenadas entre si, entre as quais se destaca a ativacdo de determinadas vias
metabolicas, como a sintese de compostos fenolicos e algumas fitoalexinas, o aumento
de atividade de enzimas oxidativas, o acimulo de formas reativas de oxigénio e ainda a
ativacdo de genes PR (Heath, 2000; Lecouls ef al., 2006; Mur ef al., 2008; Ramiro ef al.,
2009). As modificagdes estruturais ao nivel da parede celular envolvendo a deposigdo de
fendis e mais tarde a formacao de lignina (resultante da polimerizagao dos fendis), assim
como a incorporacdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e de polissacarideos,
parecem desempenhar um papel importante como barreira a penetragdo do agente
patogénico, sendo muitas vezes associadas a resisténcia das plantas hospedeiras e nao
hospedeiras (Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Shimada et al., 2006). A importancia
dos compostos fendlicos na resisténcia das plantas as doencas, nomeadamente através do
reforco da parede celular, da associacdo a RH, da sua atividade antimicrobiana e também
pelo seu envolvimento nos processos de sinalizacdo tem sido reportada na literatura
(Nicholson & Hammerschmidt, 1992; Vot et al., 2009).

Nas plantas, os compostos fenolicos estdo envolvidos em respostas ao estresse
biotico e abidtico (Santiago ef al., 2000; Read et al., 2009) principalmente devido as suas
propriedades antioxidantes (Moglia et al., 2008; Shahidi ef al., 2010; Gallego-giraldo et
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al., 2011) exercendo papel fundamental na adaptagdo a mudancas ambientais (Boudet,
2007) e na coevolucao com doengas e pragas (Orians, 2000; Eyles, 2010). Muitos desses
compostos tém recebido consideravel atengdo como potencialmente protetores contra
doengas humanas cronico-degenerativas, cancer e distirbios cardiovasculares (Scalbert
et al., 2005; Somporn et al., 2012).

Inimeros trabalhos discutiram a relagdo entre o aumento dos niveis de CO2 na
sintese de substancias oriundas do metabolismo secundario (Lincoln et al., 1993; Hartley
et al., 2000; Coviella et al., 2002; Chen et al., 2005; Peltonen et al., 2005; Braga et al.,
2006; Kelly et al., 2010; Wu et al., 2011; Goufo et al., 2014; Saldanha et al., 2014;
Rezende et al., 2015), indicando, por exemplo, que o acumulo de carbono nessa condi¢ao
atmosférica ocorre ndo s6 na forma de carboidratos mas também na forma de compostos
carbonados sintetizados por vias do metabolismo secundario. Os metabolitos secundarios
compreendem uma imensa categoria de moléculas as quais sdo sintetizadas pela
combinagdo de um numero limitado de blocos construtores que, por sua vez, sdo
derivados do metabolismo primario (Dewick, 2009; Ghasemzadeh et al., 2010). O
mecanismo pelo qual elevadas concentracdes de CO> alteram a sintese e o acumulo de
compostos fendlicos em tecidos vegetais ainda ndo foi totalmente elucidado, mas
provavelmente resulta de alteracdes do metabolismo primario. Goufo et al. (2014), por
exemplo, estudaram o efeito de elevado CO; nos teores de diversas classes de compostos
fenolicos em arroz verificando reducdes, com maior ou menor intensidade, de acordo com
as cultivares utilizadas. Adicionalmente, Rezende et al. (2014) verificaram maior
acumulo de taninos em folhas de goiabeiras cultivadas em elevado CO,.

Estudos sobre o efeito de alto CO2nos teores de compostos fenolicos e a influéncia
na resposta de defesa vegetal contra o ataque de patdgenos indicaram efeitos diversos, de
acordo com o patossistema analisado. Por exemplo, o estudo de McElrone ef al. (2005)
mostrou que os parametros de incidéncia e severidade de doenga causada pelo fungo
Phyllosticta minima foram reduzidos em uma espécie arborea cultivada em CO; elevado.
Nesse caso, foram observados maiores teores foliares de compostos fendlicos e de taninos
em resposta ao CO; elevado. Matros et al. (2006) verificaram maior nivel de resisténcia
ao virus Y da batata em folhas de tabaco cultivados em alto CO», as quais apresentaram
também maiores teores de acido clorogénio (um composto fendlico rico em carbono) e
teores de lignina sem alteragdes. McElrone et al (2010) verificaram que os niveis de
incidéncia e de severidade de doengas causada por fungos do género Cercospora
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aumentaram em duas espécies arboreas cultivadas em CO elevado, no entanto, ndo foram
detectadas alteracdes significativas nos teores foliares de compostos fendlicos.
Conforme indicado na literatura, o envolvimento de compostos fenolicos e lignina
na resposta de defesa de cafeeiros contra o fungo causador da ferrugem foi investigado
em diversos estudos com plantas cultivadas em CO, ambiente (Guzzo, 2004; Gongalves
etal.,2012). No entanto, o efeito do cultivo em elevado CO2 nos teores desses compostos

em folhas de cafeeiros ainda ndo foi relatado.

1.3 O CULTIVO CAFEEIRO E OS DESAFIOS FRENTE AS MUDANGAS CLIMATICAS

O café ¢ a commodity tropical mais comercializada no mundo. Sua cadeia
produtiva sustenta 120 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo a vasta maioria
pequenos cafeicultores em paises em desenvolvimento, representando um valor agregado
bruto anual de mais de 458 bilhdes de dolares (IOC, 2013). Sua produgdo perfaz a base
econdmica de mais de 50 paises em desenvolvimento, com influxo de capital estrangeiro
que alcanca 80% em alguns paises africanos. Dentre outras culturas, como chd, cacau e
especiarias, o café foi responsavel por um terco das expansdes observadas nas
exportacdes globais, que triplicaram entre 2000 e 2010, de 29 bilhdes para 79 bilhdes de
dolares (FAO, 2013). O café ¢ um dos principais produtos agricolas brasileiros
representando 30% da producdo mundial e o 5° item na pauta de exportacdo do
agronegocio. Em 2013 foram beneficiadas 49 milhdes de sacas de 60 kg. Além de maior
produtor e exportador o Brasil ocupa a 2* posicdo dentre os maiores consumidores
mundiais do grdo, perdendo apenas para os Estados Unidos (MAPA, 2014).

Dentre as 124 espécies pertencentes ao género Coffea apenas duas delas, Coffea
arabica L. e C. canephora Pierre ex A.Froehner, possuem importancia econdmica,
respondendo por 99% da producao mundial de café (Davis ef al., 2011; 2012) sendo que
o café arabica responde por cerca de 70% da produg¢do mundial (I0C, 2013). O café
arabica teve sua origem nas florestas tropicais da Etiopia, podendo ser encontrado como
vegetacdo de sub-bosque e tendo, dessa forma, desenvolvido mecanismos morfologicos
e fisioldgicos de adaptacdo, visando primariamente a sobrevivéncia e a perpetuagdo da
espécie em tais condigdes.

A produtividade em graos verdes do café arabica ¢ fortemente influenciada por
oscilacdes climaticas. Temperaturas acima de 23°C em média resultam no
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amadurecimento acelerado levando a perda de qualidade da bebida assim como
temperaturas abaixo de 17—18°C reduzem o crescimento, inviabilizando economicamente
seu cultivo (Camargo, 2010). A temperatura anual média considerada 6tima para a cultura
¢ de 18 a 21°C embora, em algumas regides como no nordeste brasileiro, temperaturas
entre 24 ¢ 25°C resultem em uma produtividade satisfatoria (DaMatta & Ramalho, 2006).
A elevagdo da temperatura global média de 1.8°C a 4°C, prevista para o final deste século
(IPCC, 2013), impde uma série de desafios para a produgdo cafeeira nas proximas décadas
(Zullo et al., 2006; Camargo, 2010).

A vulnerabilidade de uma regido as mudangas climaticas pode ser avaliada por
meio de modelos climaticos globais que se baseiam nas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas de seus componentes. Davis et a/ (2012) elaboraram modelos bioclimaticos a
a partir de trés cendrios de emissdes de CO2 do IPCC (A1B, A2A, B2A) considerando
trés intervalos de tempo (2020, 2050, 2080). Os modelos indicaram uma profunda
influéncia negativa na sobrevivéncia de espécies indigenas de C. arabica, localizadas
principalmente na Etiopia. As areas ja ocupadas pela espécie seriam reduzidas em 65%
no cendrio otimista ¢ em 100% no cendrio pessimista. As areas com caracteristicas
biocliméticas favoraveis a sobrevivéncia da espécie seriam reduzidas em 38% no cenario
otimista ¢ em 90% no cendrio pessimista. Sendo o cafeeiro uma espécie altamente
sensivel ao aumento da temperatura, a redugdo nas populagdes indigenas de C. arabica
previstas nos modelos bioclimaticos significariam a redu¢do da fonte de diversidade
genética comprometendo o desenvolvimento de novas linhagens adaptadas a um novo
cenario climatico.

No Brasil, as estimativas dos modelos climaticos globais observados sao de
aumento ndo uniforme na temperatura e diminuicao da precipitacdo que varia em regides
e meses do ano (Hamada et al., 2008). Assad et al. (2007) avaliaram os cenarios
climaticos futuros para nove culturas agricolas (algodao, arroz, café, cana-de-agucar,
feijdo, girassol, mandioca, milho e soja) e as projecdes apontam que, com excecao da
cana e da mandioca, todas as demais culturas sofrerao uma diminui¢ao da area favoravel
ao plantio. Para o café, as reducdes de produgdo atingiriam 92% nas regides atuais de
cultivo brasileiras (Assad et al., 2007).

Os efeitos decorrentes do aumento da concentragao atmosférica de CO; tais como,
excesso de chuvas e aumentos de temperatura, contribuem na alteragdo dos niveis de
incidéncia e severidade de doengas de plantas cultivadas em decorréncia de novas formas
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de interagdo planta - patégeno (Ghini et al., 2008).

Pozza et al. (2008) estudaram os impactos das mudangas climaticas em relacdo a
intensidade de doengas fungicas do cafeeiro. O comportamento das doengas serd
modificado devido ao aumento de temperatura ¢ a concentracdo de chuvas em alguns
meses do ano. Com o deslocamento do cultivo de café para areas mais adequadas, podem
surgir novas doencas e a selecdo de patdgenos mais adaptados, que gerariam maiores
custos de producido da cultura.

As principais variedades de C. arabica cultivadas no Brasil sdo suscetiveis ao
fungo Hemileia vastatrix Berk. & Broome causador da ferrugem que, se nao controlada
adequadamente, pode causar perdas de 30% a 50% (Zambolim et al., 2002). A luta contra
esse parasita tem sido empreendida ha muito tempo com o uso de fungicidas protetores
cupricos e/ou fungicidas sistémicos do grupo dos triazdis com vdrios inconvenientes
ambientais, ecologicos além do custo que chega a representar entre 10% e 20% dos custos
de produgdo (Zambolim et al., 2002; Matiello, 2002).

A ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix Berk. & Br., ocupa uma
posicao de destaque na historia da fitopatologia. A doenca levou a faléncia a industria do
café no Ceildo, tornando necessaria a substitui¢do da producao do café pelo cha (Carvalho
et al., 1989). Apos a sua constatagdo em janeiro de 1970 na Bahia, a doenca disseminou-
se por toda a regido cafeeira do Brasil e, em seguida, por todos os paises produtores de
café das Américas do Sul, Central e do Norte (Zambolim et al., 1997). A primeira raca de
H. vastatrix constatada no Brasil foi a raca II, em 1970, na Bahia. No mesmo ano, essa
raca foi detectada nos Estados do Espirito Santo e Minas Gerais. O fungo H. vastatrix
teve disseminag¢do muito rapida, a partir da data de sua constatacao no pais. Parecia que
iria tornar as lavouras inviadveis economicamente ¢ as medidas tomadas pelo Governo
Brasileiro evidenciaram essa preocupagdo. Seguindo a sua rapida marcha, em 1971 o
fungo H. vastatrix raga Il alcangou os Estado de Sao Paulo e Parand e, posteriormente,
outros estados brasileiros com culturas cafeeiras. A sua disseminagao foi tao rapida, que
num periodo de cinco a seis anos ja tinha se alastrado por todas as regides cafeeiras do
Brasil. Novas racas fisioldgicas de ferrugem foram sendo detectadas. Até o presente,
foram detectadas, no Brasil, 13 ragas fisiologicas de H. vastatrix e pelo menos trés
1solados que poderao, no futuro, ser identificados como novas ragas fisioldgicas (Fazuoli
et al., 2007).

Os sintomas da ferrugem podem ser observados na face inferior das folhas, onde
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aparecem manchas de coloragao amarelo-palida, pequenas, de 1 a 3 mm de diametro, que
evoluem, atingindo até 2 cm de didmetro, quando entdo apresentam aspecto pulverulento
com producdo de urediniosporos de coloragdo amarelo-alaranjada. Na face superior das
folhas, a doenga causa manchas clordticas amareladas correspondendo aos limites da
pustula na face inferior. As folhas atacadas em geral caem prematuramente, prejudicando
o desenvolvimento das plantas jovens e comprometendo a producdo das adultas. A
ocorréncia de desfolhas repetidas ird exaurir a planta e o cafezal tornar-se-a
antieconomico. Nos anos de alta produgdo dos cafeeiros, tem-se verificado maior indice
de ataque.

Estudos relacionando ocorréncia de ferrugem em cafeeiros cultivados em CO»
elevado foram publicados recentemente. Tozzi (2013) por exemplo, avaliou em duas
cultivares de C. arabica cultivados em OTCs, o efeito do aumento da concentragdo de
CO; sobre a ferrugem do cafeeiro nas cultivares Catuai vermelho (suscetivel) e Obata
vermelho (resistente), nas quais foram avaliados os parametros de severidade e incidéncia
da doenca. A severidade foi menor no tratamento com maior concentracdo de CO; para a
cultivar Catuai vermelho, indicando diminuicao da doenca em funcdo do aumento do
COgz. Para a cultivar Obata vermelho, o aumento do gas ndo teve efeito na doenga. Por
outro lado, ambas as cultivares apresentaram incremento no didmetro do caule e altura de
plantas no tratamento com adi¢do de COa». lost (2013) por sua vez, constatou nas mesmas
cultivares de C. arabica cultivadas em FACE, que o aumento da concentragdo atmosférica
de CO:z ndo teve efeito na incidéncia de ferrugem na cv. Catuai e na incidéncia de bicho-
mineiro nas duas cultivares.

Estudos sobre fotossintese e crescimento de cafeeiros cultivados em elevadas
atmosferas de CO> também sdo recentes. Ramalho ef al. (2013) estudaram efeitos de
elevada concentracdo de CO; (700 ppm) na fotossintese, teores de carboidratos ndo
estruturais, densidade e morfologia de estomatos em trocas gasosas, metabolismo de
carbono e fotossintético além de parametros de crescimento de trés genotipos de Coffea
sp cultivados em OTCs. Os resultados indicaram tendéncias de elevacdo nas taxas de
fotossintese dissociada de retroinibi¢ao resultando em aumento da eficiéncia do uso da
agua, e, de forma geral, alteracdes ndo significativas nos demais parametros analisados
indicando uma boa adaptacdo dos cafeeiros as condigdes experimentais. Martins et al.
(2014) estudaram efeito de CO; elevado (700 ppm) e diferentes faixas de temperatura de
cafeeiros cultivados em OTCs sobre os teores foliares de macro e micronutrientes de trés
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genotipos de cafeeiros sendo que os resultados indicaram maior influéncia de altas
temperaturas associados a aumento de teores de nutrientes nas folhas, porém nenhuma
alteracdo significativa foi devida as diferentes concentracdes de CO,. Ghini et al. (2015)
avaliaram os efeitos do cultivo de cafeeiros em FACE durante dois anos e observaram
nos cafeeiros cultivados em CO; elevado: maiores taxas de fotossintese e maior
rendimento em graos nas cultivares Catuai e Obatd, além de redugdo dos teores de
nitrogénio na cv. Obatd. Quanto a ocorréncia de pragas e doencas houve redugdo da
incidéncia de bicho mineiro assim como ndo houve efeito na incidéncia de ferrugem.

Enquanto muitos aspectos da pesquisa em alto CO; se desenvolveram
rapidamente, alguns processos fundamentais em plantas apresentam respostas
extremamente variaveis, algumas das quais ainda ndo sdo totalmente explicadas (Luo et
al., 1999). A variabilidade das respostas e a busca por modelos que possam ser aplicados
em larga escala e extrapolados em nivel de ecossistema, bem como a oportunidade de se
conhecer melhor os processos bioldgicos envolvidos, estimulam a continuidade dos
estudos nessa area (Rogers et al., 1994; Griffin & Seeman, 1996; Luo et al., 1999;
Calfapietra et al., 2009).

Estudos sobre a influéncia de elevadas concentracdoes de CO2 no metabolismo
primario e secundario em Coffea arabica sao relevantes para o avango do conhecimento
cientifico assim como para a elaboragdo de estratégias de produgdo do cafeeiro frente as
mudancas climaticas. Em 2011, a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria) inaugurou em sua unidade localizada em Jaguaritna (SP), o primeiro
FACE da América Latina e também o primeiro, em nivel mundial, exclusivamente
voltado ao estudo de cafeeiros cultivados em alto CO; (Ghini ef al., 2015). Espera-se que
os efeitos de elevada [COz] no desenvolvimento dessa importante espécie cultivada sejam
profundamente compreendidos.

Este trabalho objetivou investigar o efeito de elevadas concentragdes de CO> nas
taxas de trocas gasosas € no acumulo de compostos do metabolismo priméario e secundario
em cafeeiros cultivados em diferentes concentra¢des atmosféricas de CO,. Foram
estudadas duas cultivares de C.arabica: Catuai vermelho IAC-144 e Obata vermelho
IAC-1669-20. A cultivar Catuai tem ampla capacidade de adaptagdo, apresentando
produtividade elevada na maioria das nossas regidoes cafeeiras ou mesmo em outros
paises. De baixa estatura, permitem maior densidade de plantio, tornam mais fécil a
colheita e mais eficientes os tratamentos fitossanitarios. Esses cultivares ja produzem
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abundantemente logo nos dois primeiros anos de colheita, necessitando por isso de
cuidadoso programa de adubacao. No entanto ¢ suscetivel a ferrugem laranjada. A cultivar
Obata, por sua vez, apresenta também porte baixo permitindo maior densidade de plantio.
Suas sementes sao maiores que as dos cultivares Catuai Vermelho e tem apresentado
excelentes produgdes e grande rusticidade, razao pela qual seu plantio tem se expandido
rapidamente especialmente em regides com maior restri¢ao hidrica. Os cafeeiros Obata
sdo resistentes a ferrugem (Fazuoli et al., 2007).

Neste trabalho, foram conduzidos trés experimentos independentes comparando
efeitos de duas concentragdes atmosféricas de CO» e duas estruturas experimentais, OTCs
e FACE. Em todos os experimentos foram comparadas as respostas de duas cultivares
diferentes, sendo uma suscetivel a ferrugem alaranjada (Catuai vermelho) e uma

resistente (Obata vermelho).
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo investigar respostas fisiologicas de duas cultivares
de Coffea arabica ao incremento do CO, atmosférico sob condigdes controladas e de

campo.
Objetivos especificos

2.1. Analisar o efeito isolado da elevacdo da concentracdo atmosférica de CO- nas taxas
de assimilacdo liquida de carbono e nos teores foliares de compostos do metabolismo
primario e secundario, quantificados ao longo de um periodo de 100 dias de cultivo em

camaras de topo aberto (OTCs).

2.2. Analisar o efeito da elevacdo da concentracdo atmosférica de CO2 nas taxas de
assimilacdo liquida de carbono e nos teores de compostos do metabolismo primério e
secundario em folhas de cafeeiros inoculadas com o fungo causador da ferrugem

alaranjada e cultivados durante 45 dias em OTCs.

2.4. Analisar o efeito da elevacdo da concentracdo atmosférica de CO2 nas taxas de trocas
gasosas e nos teores de compostos do metabolismo primério e secundario em folhas de
cafeeiros cultivados em estrutura do tipo FACE.
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3. ABORDAGEM EXPERIMENTAL

3.1 EXPERIMENTO |: ALTERACOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE
CAFEEIROS CULTIVADOS EM ATMOSFERA ENRIQUECIDA COM CO; EM
CAMARAS DE TOPO ABERTO (OTCS)

3.1.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1.1 MATERIAL VEGETAL, CONDICOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

Sementes de cafeeiros das cultivares Catuai Vermelho IAC 144 e Obatd Vermelho
IAC 1669-20, suscetivel e resistente, respectivamente, a ferrugem do cafeeiro, foram
gentilmente fornecidas pela pesquisadora Dra. Masako Toma Braghini, do Centro de Café
“Alcides Carvalho” do Instituto Agrondémico de Campinas - SP. As sementes foram
germinadas em sacos de polietileno (15 x 5 cm) contendo terra e esterco bovino (3:1),
além de fertilizante NPK (4:14:8) e micronutrientes. O cultivo de plantulas de café
iniciou-se em setembro de 2011 na casa de vegetacdo da Embrapa Meio Ambiente,
situada no municipio de Jaguariina (SP) sob coordenadas geograficas 22° 42’ 21" Sul,
46° 59' 10" Oeste. Ao atingirem entre trés e cinco pares de folhas, as plantulas mais
homogéneas foram selecionadas, transferidas para vasos plasticos (40 cm altura e volume
7 litros) contendo substrato Plantmax Café ® (DDL — Paulinia-SP) e encaminhadas para
a Casa de Vegetacao do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de
Boténica, situado no municipio de S&o Paulo-SP sob coordenadas geograficas 23° 32 36"
Sul, 46° 37" 59" Oeste. As plantas foram regadas diariamente e receberam semanalmente
100 mL/vaso de solucdo nutritiva Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) e nitrogénio
adicional na forma de solucéo 0,5% de sulfato de am6nio. Os cafeeiros foram distribuidos
em quatro OTCs, sendo duas com atmosfera ambiente de CO» (380 + 42 ppm) e duas com
atmosfera enriquecida em CO> (760 £+ 100 ppm). A concentracdo de CO» no interior de
cada OTC foi monitorada diariamente com auxilio de um analisador portatil de gases por
infravermelho (Vaisala mod. GM70). Ao longo do experimento, a temperatura média
diaria no interior das camaras foi de 23°C, com méxima de 28°C e minima de 10°C. A
umidade relativa do ar foi de 86%, com maxima de 97% e minima de 42%. A figura 1
ilustra o cultivo dos cafeeiros nas OTCs. Maiores detalhes sobre a estrutura e
funcionamento das OTCs podem ser obtidos em Aidar et al. (2002). Um lote de trinta

vasos foi colocado em cada camara sendo, quinze vasos contendo um cafeeiro cultivar
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Catuai e quinze vasos contendo um cafeeiro cultivar Obata. Ao longo do ensaio, 0s vasos
foram periodicamente realocados no interior das cAmaras para evitar efeitos negativos de
sombreamento e otimizar a distribuicdo de CO». Inicialmente, as plantas foram mantidas
por 15 dias nas OTCs, nos respectivos ambientes de CO; para adaptacdo as condicGes
atmosféricas impostas. A partir de dezesseis dias de cultivo nas OTCs, foram iniciadas as
avaliaces de taxas de assimilagdo liquida de carbono em resposta a luz e aos dezoito dias
iniciaram-se as coletas de folhas para as analises bioquimicas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em fatorial 2x2 sendo duas concentracdes
atmosféricas de CO> (380 e 760 ppm) e duas cultivares de cafeeiros (Catuai x Obatd),

totalizando 4 tratamentos.

Foto: Eunice R. Batisl' .

Figura 1: Camaras de topo aberto (OTCs) instaladas na casa de vegetacdo do Nucleo de
Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Boténica contendo plantas de Coffea
arabica cultivares Catuai e Obatd, cultivados em elevada concentracdo atmosférica de CO; e
também em atmosfera ambiente.
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3.1.1.2 CURVAS DE RESPOSTA DA FOTOSSINTESE A LUZ

Medidas instantaneas das taxas de assimilacéo liquida de carbono (A, pmol CO>
m2 s1) em resposta ao fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFF), curvas A X
DFFF foram construidas utilizando-se um analisador de gas por infravermelho (L1-6400
XT, Li-Cor Inc., Nebraska, USA) equipado com uma fonte de luz azul/vermelho modelo
L1-6400-02B (LI-COR). As curvas A x DFFF foram realizadas em folhas totalmente
expandidas do 3° par, a partir do &pice de ramos plagiotrépicos, variando-se a densidade
de fluxo de fétons nos valores 1200, 1000, 800, 500, 300, 100, 50 e 0 pmol m? s*. Foram
elaboradas curvas A x DFFF no 16°, 22°, 25°, 32°, 64°, 68°, 82° e 93° dia de cultivo dos
cafeeiros nas OTCs. As curvas foram ajustadas conforme modelo da hipérbole nédo
retangular proposta por Long & Hallgren (1993), determinando-se entéo os valores das
taxas de assimilagdo liquida maxima na saturacdo (Amax), pontos de compensagéo (PCL)
e de saturacdo (PSL) luminosos e de respiracdo no escuro (Re) para os cafeeiros
cultivados sob duas concentragdes atmosféricas de CO,. Cada ponto representa a média
* desvio padrédo de duas plantas em cada camara.

3.1.1.3 MEDIDAS DE CRESCIMENTO

Em cada uma das OTCs foram reservados seis cafeeiros (sendo trés de cada
gendtipo) para avaliacGes de parametros de crescimento. Foram mensurados: (i) massa
seca de folhas (ii) massa seca de caule e ramos (iii) massa seca de raizes (iv) area foliar
total e (v) massa foliar especifica. Todas as avaliacfes foram efetuadas ap6s 101 dias que
correspondem ao final do experimento. O sistema radicular foi cuidadosamente separado
e lavado com auxilio de peneira fina. As medidas de massa seca foram efetuadas apds
secagem do material em estufa com circulacédo forcada de ar a 70°C até peso constante.

Todos os parametros foram determinados em seis plantas por tratamento (n=6).

3.1.1.4 DETERMINACOES DE CARBOIDRATOS

Teores de carboidratos sollveis

Folhas totalmente expandidas do 3%4°pares, a partir do apice de ramos
plagiotropicos, foram coletadas para analise dos teores de aglcares solUveis totais,
acucares redutores e amido. Foram coletadas seis amostras compostas por tratamento (trés
amostras por OTC) aos 18, 25, 46, 82 e 96 dias de exposi¢do ao CO». As coletas de folhas

foram realizadas sempre no periodo da manha. O material foi imediatamente mergulhado
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em N> liquido, macerado e liofilizado. Para determinagdo dos teores de carboidratos
soluveis 100 mg de material foram extraidos em 10 mL de solucdo etandlica 80% (v/v)
em banho-maria a 80°C por 15 min, centrifugados por 10 min a 12000 rpm em
temperatura ambiente. Os precipitados foram reextraidos mais duas vezes consecutivas.
Os sobrenadantes das extracdes etandlicas foram reunidos e uma aliquota de 10 mL foi
retirada, concentrada em evaporador rotatério a 40°C e ressuspensa em 1 mL de agua
destilada para quantificacdo de carboidratos sollveis totais pelo método do fenol-
sulfurico (Dubois et al., 1956) e analise dos teores de agucares redutores pelo método de
Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945), ambos tendo D-glucose (Sigma Aldrich ®) como
padrdo. Os resultados foram expressos em mg em equivalentes de glucose g MS 1. O
residuo da extracdo etandlica foi liofilizado e submetido a quantificacdo de amido de
acordo com o método descrito por Amaral et al. (2007). As amostras (10 mg) foram
incubadas em banho-maria a 75°C por 30 min com a enzima a-amilase (EC 3.2.1.1) na
concentracdo 120 U/mL, diluida em tampdo MOPS 10 mM pH 6,5 por duas vezes
consecutivas. Em seguida foram incubadas duas vezes consecutivas durante 30 min a
50°C na presenca da enzima amiloglucosidase (EC 3.2.1.3 de Aspergillus niger (cdd. E-
AMGPU, MEGAZYME, Irlanda), diluida em tampé&o acetato de sédio 100 mM pH 4,5.
A reacdo foi interrompida pela adi¢éo de 100 pL &cido perclérico 0,8 N. O extrato obtido
foi centrifugado a 10.000 g por 5 min e uma aliquota de 10 uL do sobrenadante foi
misturada a 270 puL do Reagente Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil),
incubada a 37°C durante 15 min e a absorbancia lida a 490 nm em equipamento do tipo
Elisa. As analises foram conduzidas em triplicata técnica. Os resultados foram expressos

em mg de equivalentes de glucose g MS .

Teores de carboidratos solGveis por cromatografia liquida de troca aniénica de
alta resolucéo (HPAEC/PAD)

Uma aliquota de 1 mL da amostra de carboidratos soluveis, obtidos a partir da
extracdo etanodlica descrita no item 3.1.1.4, foi purificada em coluna de troca i6nica de 5
mL, utilizando resinas Dowex de troca cationica 50 x 8 (100-200 mesh) e anionica 1 x 8
(52-100 mesh). A eluicdo foi realizada com 20 vezes o volume da aliquota de agua
deionizada e o volume final teve o pH ajustado para 7,0 com hidroxido de amoénio 0,4 M.
Em seguida as amostras foram liofilizadas e ressuspensas em 1 mL de 4gua deionizada e
novamente submetidas a quantificagdo de carboidratos totais para ajuste da concentragao
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em 400ug mL_l (Carvalho et al., 1997). A anélise da composicao em carboidratos soluveis
foi realizada através de cromatografia de troca anionica de alta resolugdo com detector de
pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em cromatégrafo liquido DIONEX modelo
ICS3000 (Dionex, Thermo Scientific, USA) com coluna CarboPac PA-1. Os carboidratos

soluveis foram eluidos isocraticamente com 100 mM de NaOH, com fluxo de 0,25 mL

-1
min , por 35 min. A identificacdo dos carboidratos soluveis, glucose, frutose, sacarose,

rafinose e estaquiose, foi realizada por comparagao dos tempos de retengao com padroes

comerciais (Sigma Aldrich®). O tempo de corrida foi de 35 minutos para cada amostra.
Foram analisadas seis amostras compostas por tratamento (n=6). As analises foram

conduzidas em triplicata técnica. Os resultados foram expressos em mg g MS .

3.1.1.5 TEORES DE FENOLICOS SOLUVEIS TOTAIS

Foram determinados os teores de fenolicos solUveis totais nas amostras coletadas
conforme descrito no item 3.1.1.4. Uma amostra de 30 mg de tecido foliar liofilizado foi
adicionada a um microtubo e submetida a extracdo de compostos feno6licos com 1,5 mL
de solucdo metandlica 80% (v/v), sob agitacdo continua com ultrassom durante 30
minutos. O extrato metandlico foi centrifugado a 12.000 rpm durante cinco minutos.
Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para um microtubo de 2 mL e diluiu-se com 1 mL
da mesma solucdo metanolica obtendo se assim o extrato diluido 1:2, que foi
homogeneizado em vortex para a determinacdo de fendlicos soluveis totais. Adicionou-
se 10 pL do extrato metanolico de folhas (1:2) em microtubos contendo 490 uL de 4gua
destilada, 250 pL do reagente Folin Ciocalteu (1N) diluido (1:1) e 1,25 mL de carbonato
de sddio (20%). Os microtubos foram agitados e, apos 40 minutos, procedeu-se as leituras
em espectrofotdbmetro, medindo-se a absorbancia a 725 nm (Spanos & Wrolstad, 1990).
Os teores de compostos fendlicos foram calculados com base em uma curva padrao de
acido tanico e os resultados foram expressos em mg de acido tanico g MS . Foram
analisadas trés amostras compostas por tratamento (n=3). As analises foram conduzidas

em triplicata técnica.
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3.1.1.6 TEORES DE CARBONO (C) E NITROGENIO (N), RAZAO C/N, DISCRIMINAGAO
ISOTOPICA DO CARBONO (A13C) E RAZAO PI/PA

Amostras de folhas totalmente expandidas do 3°%/4° pares a partir do &pice de
ramos plagiotropicos de cafeeiros cultivados nas OTCs sob concentragdes ambiente e
elevada de CO> foram liofilizadas, moidas finamente em moinho de bolas e enviadas ao
Laboratorio de Ecologia Isotopica do CENA/ESALQ/USP onde foram analisadas. A
composicdo de isdtopos de nitrogénio e carbono foi determinada, respectivamente, em
analisador elementar (Carlo Erba, EA 1110, CHNS, CE Instruments) e espectrometria de
massas (Delta Plus, ThermoQuest-Finnigan), conforme descrito por Nadelhoffer & Fry
(1994). As anélises foram conduzidas em duplicata técnica. Foram analisadas trés

amostras compostas por tratamento (n=3).

3.1.1.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA dois Fatores) e todo
e qualquer contraste entre médias analisado pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o

software R.

3.1.2 RESULTADOS

Andlise do crescimento

Sob condicBes de CO: elevado, observou-se maior area foliar em ambas a
cultivares Catuai (36%) e Obatd (14%) (Figura 2A). Foi observada reducdo da massa
foliar especifica (38%) nos cafeeiros Catuai e pequeno aumento (6%) nos cafeeiros Obata
(Figura 2B). Observou-se um pequeno aumento médio na massa seca de raizes em ambos
os cafeeiros: 8% na cv. Catuai e 13% na cv. Obata (Figura 2C). Houve ligeira reducéo na
massa seca de folhas nos cafeeiros Catuai (5%) enquanto nos cafeeiros Obatd foi
observado um pequeno ganho de biomassa foliar (2,5%) conforme ilustrado na Figura
2D. Em relagdo ao acimulo médio de biomassa nos caules foi observada diminuicéo de
3,7% nos cafeeiros Catuai e aumento de 9% na cultivar Obata (Figura 2 E). Apesar dessas
variacdes, a andlise estatistica ndo indicou diferencas significativas nos parametros

analisados entre os tratamentos de CO- e as cultivares.
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Figura 2: Area foliar (A), massa foliar especifica (B), massa seca de raizes (C), massa seca de
folhas (D) e massa seca de caules (E) de C. arabica cultivados durante 100 dias sob diferentes
atmosferas de CO2 em OTCs.. Cultivar Catuai vermelho CO2 ambiente (O) e CO2 elevado (@);
cultivar Obata vermelho CO2 ambiente ( [ ) e CO2 elevado ( [l] ). As barras representam a
média £ desvio padrdo (n=6).
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CURVAS DE RESPOSTA DA FOTOSSINTESE A LUZ

As medidas instantaneas das taxas de assimilacdo liquida de carbono (A) em
resposta a densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (DFFF) indicaram diferencas entre
os tratamentos com CO, em ambas as cultivares. Aos 16 dias de cultivo foram observados
aumentos das taxas assimilatérias em resposta ao CO; elevado em ambas as cultivares
(Figuras 3A e 4A). Nos cafeeiros Catuai, a partir de 32 dias houve reducdo das diferengas
entre as taxas fotossintéticas nas duas atmosferas de CO., intensificada a partir de 82 dias,
sugerindo possivel aclimatacdo da fotossintese (Figura 3D). Nos cafeeiros Obata, esse
efeito foi observado aos 25 dias (Figura 4B), quando as taxas fotossintéticas entre
tratamentos ambiente e elevado CO; foram praticamente idénticas.

Os parametros obtidos pela modelagem das curvas A x DFFF conforme o modelo
da hipérbole ndo retangular, taxas de assimilacdo liquida maxima na saturacdo (Amax),
pontos de compensacao (PCL) e de saturacdo luminosos (PSL) e de respiragdo no escuro
(Re) sdo apresentados na Figura 5.

Nos cafeeiros Catuai os valores de Amax foram maiores no tratamento de CO:
elevado em praticamente todos os dias analisados, correspondendo a um aumento médio
de 27% em relacdo ao tratamento com CO, ambiente ao longo do experimento (Figura
5A). Os valores de PCL aumentaram em média 112% (Figura 5C) enquanto que 0s
valores de PSL aumentaram em média 27% (Figura 5E). A respiracao no escuro diminuiu
no tratamento com CO: elevado, em média 112%, sendo os valores mais negativos

registrados a partir de 82 dias de experimento (Figura 5G).

Nos cafeeiros Obatd os valores de Amax foram em média 19% superiores no
tratamento CO; elevado embora valores menores, em comparagdo com o tratamento CO>
ambiente, tenham sido observados nos dias 25, 68 e 96 (Figura 5B). Os valores de PCL
foram menores no tratamento CO; elevado até 32 dias aumentando a partir de 64 dias de
experimento resultando no aumento médio de 94% nesse tratamento (Figura 5D). O ponto
de saturacdo por luz foi 30% mais elevado no tratamento CO; elevado (Figura 5F).
Semelhante ao observado nos cafeeiros Catuai, na cultivar Obatd a respira¢do no escuro
diminuiu a partir de 82 dias e foi, em média, 96% menor no tratamento CO: elevado
(Figura 5H).
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vermelho (A,C,E,G) e cv. Obata vermelho (B,D,F,H) determinadas aos 16, 22, 25, 32, 64, 68, 82
e 93 dias de cultivo em CO2 ambiente (380ppm) e CO2 elevado (~760ppm) em otcs. Cada ponto
representa a média de duas plantas (n=2).
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Alteracdes nos teores foliares de carboidratos nédo estruturais

Os teores de AST nos cafeeiros Catuai foram maiores no tratamento CO> elevado
com diferencas significativas nos dias 25, 46, 82 e 96 resultando num aumento médio de
12% ao longo do experimento (Figura 6A). Os teores de AR também aumentaram nesse
tratamento em média 20%, com diferencas significativas nos dias 18, 25, 82 e 96 (Figura
6C). Os teores de amido aumentaram 71% em média no tratamento CO; elevado com
diferengas significativas nos dias 18 e 25; cabe ressaltar o aumento de 220% de amido
foliar observado aos 25 dias (Figura 6E). De forma geral, os teores de AST e AR
aumentaram até os 46 dias e diminuiram aos 82 dias dias enquanto os teores de amido

aumentaram até 25 dias e reduziram a partir de 46 dias.

Os cafeeiros Obatd, quando cultivados em CO: elevado, ndo apresentaram
alteracdes significativas nos teores de AST com uma Unica exce¢do aos 96 dias, quando
os teores diminuiram em 30% em relagdo ao tratamento CO, ambiente; em média houve
reducdo de 3% nos teores foliares de AST (Figura 6B). Os teores de AR apresentaram
téndencia de aumento no tratamento CO> elevado, significativamente no dia 25, porém
houve reducéo aos 96 dias; o aumento médio no experimento foi de 9% (Figura 6D). Os
teores de amido aumentaram no tratamento CO> elevado com alteragGes significativas
nos dias 18, 25 e 46; 0 aumento médio nesses teores foi de 103%, porém um aumento de
255% foi observado aos 25 dias (Figura 6F).

A andlise dos perfis cromatograficos de monossacarideos e oligossacarideos

glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose podem ser visualizados na Figura 7.

Ao considerarmos os teores de glucose para cada cultivar, foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas para os cafeeiros Catuai aos 25 e 46 dias de
cultivo (Figura 7A), enquanto nos cafeeiros Obata essas diferengas foram observadas nos
dias 18 e 96 (Figura 7B). Os teores aumentaram em média 128% na cultivar Catuai e

117% na cultivar Obata no tratamento CO> elevado.

Os teores de frutose aumentaram em média 194% nos cafeeiros Catuai (Figura
7C) e 117% nos cafeeiros Obaté (Figura 7D) no tratamento CO: elevado; as alteragoes

foram significativas no dia 25 na cultivar Catuai e aos 18 e 96 dias na cultivar Obata.
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O cultivo em CO; elevado também alterou os teores de sacarose que apresentaram
tendéncia de reducéo na cultivar Catuai (11% em média) com alteracéo significativa no
dia 46 (Figura 7E); essa tendéncia se manteve nos cafeeiros Obatd com reducao de 5% na
média geral do experimento, ainda que tenha ocorrido elevacdo desses teores aos 96 dias
(Figura 7F).

Em relacdo aos teores de rafinose, os cafeeiros cultivados em CO. elevado
apresentaram, em média, uma reducdo de 22% na cv. Catuai (Figura 7G) e de 3% na cv.
Obatd (Figura 7H). Alteracdes significativas ocorreram somente na cv. Obaté (18, 46 e
96 dias).

Quando cultivados em CO; elevado, os cafeeiros apresentaram, de forma geral,
teores de estaquiose menores que os valores observados em CO, ambiente. Os valores
diminuiram em média 25% na cv. Catuai (Figura 71) e 15% na cv. Obata (Figura 7J). Os
cafeeiros Catuai apresentaram diferencas significativas aos 82 dias enquanto nos
cafeeiros Obaté essas diferencas foram observadas aos 18 e 96 dias.
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Figura 6: Teores de agUcares solUveis totais (AST), aclcares redutores (AR) e amido de folhas
de Coffea arabica cv. Catuai vermelho (A,C,E) e cv. Obatd vermelho (B,D,F) determinados nos
dias 18, 25, 46, 82 e 96 de cultivo em CO; ambiente (380ppm) e CO- elevado (~760ppm) em
OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padrao de seis amostras (n=6). Asteriscos indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 7: Teores de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose determinados em folhas de
Coffea arabica cv. Catuai vermelho (A,C,E,G,I) e cv. Obatd vermelho (B,D,F,H,J) determinados
nos dias 18, 25, 46, 82 e 96 de cultivo em CO;, ambiente (380ppm) e CO; elevado (~760ppm) em
OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de seis amostras (n=6). Asteriscos indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Alteracdes nos teores de fendlicos solUveis totais

As variacoes dos teores foliares de FST ao longo do experimento estdo ilustradas
na Figura 8. O tratamento com CO- elevado promoveu aumento dos teores de FST em
ambas as cultivares com destaque para os cafeeiros Catuai, que apresentaram elevagdo
média de 20% enquanto nos cafeeiros Obatd o aumento meédio foi de 9%. As diferencas
significativas ocorreram aos 46 e 82 dias nos cafeeiros Catuai e aos 18, 82 e 96 dias nos

cafeeiros Obata.
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Figura 8: Teores de fendlicos soluveis totais (FST) de folhas de Coffea arabica cv. Catuai
vermelho (A) e cv. Obatéd vermelho (B) determinados nos dias 18, 25, 46, 82 e 96 de cultivo em
CO; ambiente (380ppm) e CO; elevado (~760ppm) em OTCs. Cada ponto representa a média +
desvio padrdo de trés amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenga significativa entre os
tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).

Alteracdes nos teores de Carbono (C) e Nitrogénio (N), Razdo C/N,

discriminacé&o isotépica do carbono (4 *3C) e razéo pi/pa.

A composicao isotdpica e os teores foliares de carbono (C), nitrogénio (N) e razéo
C/N dos cafeeiros Catuai e Obata estdo descritos nas figuras 9 e 10, respectivamente.

Nos cafeeiros Catuai o cultivo em atmosfera enriquecida com CO> diminuiu 0s
valores absolutos de 83C (valores mais negativos) em 20% na média, sendo que as
diferencas entre tratamentos foram significativas em todos os dias analisados (Figura 9A).
Os teores foliares de carbono ndo foram significativamente alterados nas folhas das
plantas mantidas em CO> elevado embora tenha ocorrido em média uma redugdo de 1%

desses teores em relacio ao tratamento CO2 ambiente (Figura 9B). Os valores de 5°N
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apresentaram aumento médio de 16% no tratamento CO, elevado com alteragdes
significativas aos 18 46 e 96 dias (Figura 9C). Observou-se uma tendéncia de redugéo
nos valores de N (7% em média) no tratamento CO> elevado, no entanto ndo se observou
diferenca significativa em nenhum dos dias analisados (Figura 9D). A razdo C/N nao foi
significativamente alterada embora tenha havido uma tendéncia de aumento de 7% na
média (Figura 9E). Os valores de A'>C aumentaram em 26% no tratamento CO; elevado
sendo que as alteragdes foram significativas todos os dias (Figura 9F). Os valores de pi/pa
também aumentaram nesse tratamento, em média 33%, e as diferencas também foram
significativas em todos os dias analisados (Figura 9G).

Os cafeeiros Obatd apresentaram alteracdes no tratamento CO: elevado
semelhantes as observadas na cv. Catuai, porém com intensidades diferentes conforme
indicado na Figura 10. Foram observados decréscimos médios de 22% na 3*3C (valores
mais negativos), sendo que as diferencas entre tratamentos foram significativas em quase
todos os dias analisados (Figura 10A). Os teores foliares de C apresentaram tendéncia de
reducdo (1% em média) em relagdo ao tratamento CO, ambiente tendo ocorrido apenas
uma alteracéo significativas aos 25 dias. (Figura 10B). Os valores de 3'°N apresentaram
aumento médio de 8% no tratamento CO> elevado com alteragdes significativas aos 18 e
96 dias (Figura 10C). Os teores de N alteraram significativamente em quatro dos cinco
dias analisados (exceto dia 18) no tratamento CO> elevado e resultaram na redugdo média
de 14 ao longo do experimento (Figura 10D). Em consequéncia, a razdo C/N aumentou
em média 17% sendo que as alteracdes foram significativas em todos os dias analisados
(Figura 10E). Os valores de A*C aumentaram em 30% no tratamento CO- elevado sendo
que as alteracdes foram significativas em todos os dias exceto no dia 18 (Figura 10F). Os
valores de pi/pa aumentaram em média 33% nesse tratamento e as diferencas foram

significativas em todos os dias analisados exceto no dia 18 (Figura 10G).
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Figura 9: Teor de carbono (A), teor de nitrogénio (B), razdo carbono/nitrogénio (C), composi¢ao
isotopica de nitrogénio (D), composicdo isotdpica de carbono (E), discriminacdo isotdpica do
carbono (F), razdo entre a pressao interna e a pressdo atmosférica de CO, (G) em folhas de Coffea
arabica cv. Catuai vermelho cultivados em CO, ambiente (380 ppm) e CO- elevado (~760ppm)
CO2durante 100 dias em OTCs. Os pontos representam a média * desvio padrao (n=3). Asteriscos
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 10: Teor de carbono (A), teor de nitrogénio (B), razdo carbono/nitrogénio (C), composicdo
isotopica de nitrogénio (D), composicdo isotdpica de carbono (E), discriminacdo isotpica do
carbono (F), razdo entre a pressdo interna e a pressdo atmosférica de CO; (G) de folhas de Coffea
arabica cv. Obaté vermelho cultivados em CO ambiente (380 ppm) e CO: elevado (~760 ppm)
durante 100 dias em OTCs. Os pontos representam a média + desvio padrdo (n=3). Asteriscos
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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3.1.3 DISCUSSAO

Crescimento

Nos cafeeiros cultivados em alto CO> tendéncias diferentes foram observadas nas
cultivares: aumento de area foliar e de massa seca de raizes nas duas cultivares e
diminuicdo de massa foliar especifica, massa seca foliar e massa seca de caules na cv.
Catuai e de aumento desses parametros na cv. Obatd. Diversos estudos tém observado
aumento na area foliar em CO- elevado (Ziska et al., 1991; Ackerly et al.,1992; Thomas
& Bazzaz, 1996). De acordo com Wolfe et al. (1998), o padréo de resposta comumente
observado em experimentos com plantas em CO- elevado é um incremento na biomassa

maior que 0 aumento na area foliar, resultando em menor area foliar especifica.

Algumas hipoteses tém sido levantadas para explicar o efeito do aumento de CO>
no tamanho das folhas. E comum que a reducfo da condutancia estomatica em plantas
sob alto CO- leve ao aumento na presséo de turgor (Sasek & Strain, 1989) e a expanséo
de células foliares é dependente do turgor, o que pode explicar um alongamento do
peciolo e aumento da expanséo foliar (Thomas & Bazzaz, 1996). Sabe-se, porém, que 0s
acucares exercem efeito no alongamento do peciolo e na expansao da lamina foliar (Stitt
& Smith, 2007) e séo fortes candidatos a compor a complexidade dessas respostas (Lake
etal., 2002).

De acordo com Poorter & Péres-Soba (2002), a diminuicdo da massa foliar
especifica, relatada em diversos trabalhos de crescimento de plantas em condi¢cbes de
elevado COg, neutraliza 0 aumento da taxa fotossintética por unidade de area foliar e
resulta em um crescimento substancialmente menor do que era esperado com base apenas
na taxa fotossintética. Rezende et al. (2014) néo verificaram alteracGes significativas na
biomassa seca total, caules, raizes e nimero de folhas de Psidium guajava, uma frutifera
de fotossintese tipo C3, cultivada em atmosfera de CO; elevado (780 ppm) durante 90

dias, reforgando assim a tendéncia verificada nos cafeeiros.
Curvas de resposta da fotossintese a luz

Sob condigdes atmosféricas atuais de CO e luz saturante, o cafeeiro apresenta
baixas taxas fotossintéticas (A), quando comparadas com as de outras espécies tropicais,

variando normalmente de 4-11 pmol CO, m? s (Silva et al., 2004; Franck et al., 2006;

41



DaMatta et al., 2010). As curvas de assimilacdo de carbono em resposta a DFFF
indicaram valores ao redor de 17,3 pmol CO, m s considerado elevado para cafeeiros.
Os valores de A em resposta & DFFF indicaram diferencas de comportamento entre as
cultivares quanto a resposta ao tratamento com CO: elevado. Enquanto os cafeeiros
Catuai apresentaram taxas assimilatorias claramente superiores em resposta ao tratamento
com CO: elevado, a cultivar Obatd mostrou nesse tratamento taxas muitos proximas as
observadas no tratamento de CO, ambiente e por vezes até menores. Somente uma
excecao ocorreu aos 82 dias, quando os valores de A foram claramente superiores em alto
CO..

Os parametros obtidos pela modelagem das curvas A x DFFF indicaram aumento
nos valores de Amax nas duas cultivares estudadas com efeitos mais positivos na cv. Catuai
indicando que houve aumento na taxa assimilacao de carbono em resposta ao maior fluxo
de fotons fotossintetizantes, conforme verificado em diversos outros trabalhos sobre
efeitos de CO> elevado em plantas. Realizando experimentos com feijao, Jifon & Wolfe
(2002) verificaram um aumento de Amax na faixa entre 350 e 700 ppm de CO>. Ainsworth
et al. (2002), em uma meta-analise sobre as repostas da soja ao alto CO3, verificaram que
Amax aumenta em média 39%. No entanto, Bernacchi et al. (2005), também trabalhando
com soja, encontraram um aumento médio de 21% na primeira estacdo de crescimento e
16% na segunda estacdo de crescimento. Os autores sugerem que a diferenca encontrada
em seu experimento, em relacdo a meta-analise, seja o fato destas estarem no periodo
reprodutivo na meta-analise e, portanto, em diferente estado fisiol6gico (uma vez que o
enchimento dos grdos representa um dreno forte para os fotoassimilados). Em outra meta-
analise sobre plantas crescidas no sistema FACE, Ainsworth & Long (2005) também
relataram aumento de 30% no Amax. Marabesi (2007), no entanto, verificou que a espécie
do tipo C3, Senna alata, cultivada em CO; elevado (720 ppm), ndo apresentou alteragdes
nos valores de Amax. Ramalho et al. (2013), estudando o efeito de duas concentracfes
atmosféricas de CO2 (380 ppm e 700 ppm) em trés diferentes genotipos de Coffea sp.,
cultivados durante um ano em condi¢bes controladas, ndo encontraram alteracdes
significativas nos valores de Amax ainda que tenham observado tendéncias de elevagéo

(18% e 25%) em duas das cultivares analisadas.

As taxas de respiragdo no escuro (Re) variaram consideravelmente nas duas

cultivares e apresentaram aumento ao final do ensaio. Os efeitos do incremento de CO-
42



na respiracao variam entre espécies, podendo causar aumentos ou reducdes. Por exemplo,
Mortari (2012) e Grandis (2010) verificaram reducéo nos valores de Re e tendéncia de
reducdo desses valores respectivamente, em Euterpe oleracea e Senna reticulata,
expostas a CO> elevado (760 ppm) durante 90 dias. Os supostos mecanismos através dos
quais o incremento do CO. modifica as taxas de respiracdo ainda estdo sendo elucidados,
e as principais hipoteses incluem altera¢Ges na disponibilidade de carboidratos, nas taxas
de crescimento e na alocacdo de biomassa, mudancgas na composicdo quimica de tecidos
e interacOes entre a concentracdo de CO> e as enzimas respiratorias (Amthor, 1991;
Curtis, 1996; Gonzalez-Meler et al., 1996; Drake et al., 1997).

Foi observado um aumento do valor médio dos pontos de compensacdo (PCL) e
de saturacdo luminoso (PSL) nos cafeeiros cultivados em CO; elevado, o que esta de
acordo com os efeitos previstos para plantas C3 as quais, sob altas concentragdes
atmosféricas de CO., apresentariam um balanco positivo entre fotossintese e respiracao,
Isso ocorre devido as maiores taxas de carboxilacdo da enzima rubisco, além de aumento
do fluxo de elétrons no PSII visando a regeneracdo da molécula aceptora ribulose-1,5-
bisfosfato pelo Ciclo de Calvin (Taiz & Zeiger, 2010).

O efeito positivo na assimilagcdo de carbono dos cafeeiros cultivados sob
atmosfera enriquecida em CO2 estd de acordo com inimeros estudos em diferentes
espéecies que possuem metabolismo fotossintético do tipo C3 (Kimball et al., 2002;
Leakey et al., 2009; Wang et al., 2012, 2015; Talhelm et al., 2014).

Alteracgdes nos teores de carboidratos

O acumulo de carboidratos ndo estruturais em folhas de plantas C3 em funcéo do
elevado CO> é um efeito bastante documentado e ocorre basicamente pelo aumento da
funcdo carboxilase da enzima RUBISCO durante a fotossintese (Stitt, 1991; Cheng et al.,
1998; Rogers et al., 2004). O padrdo basico observado em muitas plantas é a particdo
dos fotossintatos entre sacarose, que durante o dia é translocada da folha através do
floema para 6rgdos nao fotossintetizantes, e amido transitorio, que se acumula nas folhas
ao longo do dia e é quase totalmente hidrolisado a noite, gerando substratos que seréo
utilizados para a sintese de sacarose, garantindo assim um fluxo continuo de carboidratos
guando a fotossintese ndo € possivel (Geiger et al., 2000; Lambers et al., 2008; Smith &
Stitt, 2007).
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No tratamento CO> elevado, os cafeeiros apresentaram diferengas nos padrdes de
acumulo foliar de carboidratos. A cultivar Catuai apresentou maiores teores de aglcares
soluveis totais (AST) e agucares redutores (AR) em relacdo a cultivar Obatd (Figura 6).
Esta cultivar, por sua vez, apresentou maiores teores de amido em relacdo a cultivar
Catuai. Em condicGes atmosféricas normais (ambiente) foram relatados diversos
trabalhos demonstrando a influéncia negativa do acimulo de carboidratos nas folhas
sobre as taxas fotossintéticas de cafeeiros (Da Matta et al.,1997). Frank et al.(2006), por
exemplo, observaram correlagdo negativa entre fotossintese e acimulo de sacarose no
floema de folhas fonte, enquanto que Silva et al. (2004) verificaram que 0s teores de
amido apresentaram correlagdes significativas com a temperatura do ar e com as taxas de

fotossintese. .

O amido € o principal responsavel pelo aumento do teor de carboidratos néo
estruturais em plantas cultivadas sob atmosfera enriquecida com CO- (Saxe et al., 1998).
Diversos estudos mostram que o acumulo de amido nas folhas de plantas cultivadas em
alta concentracdo de CO. pode estar associado ao acumulo de sacarose e/ou seus
intermediérios no citossol (Stitt, 1990; Stitt, 1991; Huber & Huber, 1996). O acimulo de
amido na folha reduz a taxa de exportacédo de triose-fosfatos do cloroplasto, promovendo
um aumento da razdo 3-fosfoglicerato (3-PGA): fosfato inorganico (Pi) no cloroplasto. O
aumento nessa razdo é responsavel pela regulacdo alostérica positiva da atividade da
ADP-glucose pirofosforilase (AGPase), principal enzima envolvida na sintese de amido
(Smith et al., 1997). No caso deste experimento, as maiores taxas de assimilacdo de
carbono detectadas nos cafeeiros cultivados em alto CO2 poderiam ter resultado em maior
disponibilidade de 3-PGA promovendo a regulacdo positiva da AGP-ase, resultando

entdo em maiores teores de amido transitorio.

De acordo com Williams & Farrar (1990), os niveis de ATP, juntamente com a
disponibilidade de carboidratos, controlam diretamente as taxas respiratdrias, o que
parece ter ocorrido no caso dos cafeeiros cultivados em alto CO2, uma vez que a
manutencdo de baixas taxas de respiragdo esteve associada a elevacdo dos teores de amido
até 46 dias de experimento. A partir de entdo, houve aumento das taxas respiratorias
associadas ao declinio dos teores foliares de amido. Adicionalmente, a elevagéo do ponto
de saturacdo de luz medido nos cafeeiros em alto CO: indica que houve aumento no fluxo
de elétrons pelos fotossistemas, resultando assim em maior disponibilidade de ATP.
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Diversos estudos apontaram aumento da respiracao em folhas maduras expostas a
elevadas concentragfes de CO: j& que elevadas taxas fotossintéticas exigiriam aumento
da exportacdo dos elevados teores de carboidratos acumulados requerendo, portanto, altos
niveis de energia que seriam supridos pela respiracao (Bunce, 2005; Ainsworth & Rogers,
2007; Leakey et al., 2009). Apesar de resultados muito controversos descritos na
literatura, o fato € que neste estudo os cafeeiros apresentaram elevacdo na taxa de
respiracdo no escuro (Catuai 35% e Obata 24%), possivelmente associada ao acimulo de

carboidratos.

A sacarose € o principal produto da fotossintese na maioria das folhas, sendo
também a principal forma pela qual o carbono é exportado para outras partes da planta
(Stitt et al., 1984). Este experimento indicou que, folhas de cafeeiros cultivados em
elevado CO3, coletadas no periodo da manhd, apresentaram tendéncia de reducdo dos
teores de sacarose associada a elevacdo dos teores de glucose, de frutose e de amido.
Ainda que os parametros de crescimento dos cafeeiros ndo tenham sido conclusivos, ha
indicios de que tenha ocorrido maior translocacdo de sacarose para as raizes (nas duas
cultivares), caules e folhas (cultivar Obatd) resultando em uma tendéncia de maior

acumulo de carbono nesse 6rgdo em funcéo do cultivo em CO; elevado.

Enquanto grande parte das espécies de plantas produz predominantemente amido
e sacarose, sendo esta a principal forma de carboidrato translocado pelo floema (Taiz &
Zeiger, 2010), muitas podem produzir derivados da sacarose (ex. rafinose), polimeros
derivados da frutose (frutanos) ou agucares alcool (manitol) (Foyer et al., 2000). A
rafinose € o oligossacarideo mais abundante em plantas depois da sacarose (Bourne et al.,
1965). As principais funcdes da rafinose estdo relacionadas ao transporte de carbono em
folhas e tolerancia a seca em sementes (Kuo et al., 1988; Bachmann et al. 1994), além da
reserva de carbono, tolerancia a seca, ao frio e a alta salinidade em tecidos vegetativos
(Lehle & Tanner, 1973; Bachmann et al., 1994; Taji et al., 2002).

Efeitos de elevado CO, atmosférico nos teores foliares de oligossacarideos da
série da rafinose nao foram descritos para cafeeiros até o presente. Em nosso experimento,
os cafeeiros cultivados em elevado CO; apresentaram tendéncia de redugéo nos teores de
rafinose e estaquiose nas duas cultivares analisadas sendo que na cultivar Obatd as

alteracbes foram significativas. Observou-se que as oscilagdes nos teores desses
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oligossacarideos acompanharam a reducao de sacarose observada até 46 dias bem como
a elevacdo desses teores a partir de 82 dias, confirmando assim a relagéo de dependéncia
entre disponibilidade de sacarose e a sintese dos oligossacarideos rafinose e estaquiose

que, neste experimento, foi mais evidente na cultivar Obata.

Dos Santos et al. (2011) descreveram alteracGes nos teores foliares de rafinose e
estaquiose em folhas de C. arabica submetidas a diferentes estresses abioticos. As
modificacbes observadas indicaram que o acumulo desses oligossacarideos foi
importante para a protecdo contra estresse osmotico, como ja apontado para outras
espeécies, porém o tempo de duracdo, o tipo e o nivel de estresse determinaram quais e,

em que quantidade, esses oligossacarideos se acumularam nas folhas da planta.

A aclimatacéo fotossintética, verificada em plantas expostas a altas concentragdes
de CO», ndo ocorre pela maior concentracdo de CO> per se e sim por sinalizagdo pelo
aumento da concentracdo de acUcares, mais especificamente as hexoses sollveis,
mediada por hexoquinases, através do mecanismo denominado ‘sugar sensing’, no qual
vias de transducdo de sinais envolvendo fitormdnios regulam a transcricdo de genes
relacionados a maquinaria fotossintética, sendo que, a subunidade menor da Rubisco e a
Rubisco ativase sdo as primeiras a serem afetadas. O resultado desse mecanismo é o
particionamento do carbono e a regulagdo das relagbes fonte-dreno em resposta ao
crescimento de plantas cultivadas em alto CO> atmosférico (Stitt, 1991; Paul & Foyer,
2001; Rolland et al., 2006; Lambers et al., 2008). De acordo com os resultados apontados
neste experimento (Figuras 3, 4 e 5) as oscilagdes observadas nos teores de carboidratos
das folhas de cafeeiros cultivados em CO: elevado estiveram relacionadas as alteragdes
nas taxas assimilatérias de carbono, provavelmente envolvendo o mecanismo de

sinalizacdo por acgUcares proposto na literatura.
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Alteracdes nos teores de fendlicos solUveis totais

Os compostos fenolicos sdo derivados de acido benzoéico e cinamico com
substituicdes por grupos hidroxila e metdxi em varios pontos do anel aromatico. No café,
os &cidos fendlicos consistem nos &cidos ferulico, p-cumaérico, cafeico, siringico e
clorogénico (Daglia et al., 2000). Muitas das informacGes sobre compostos fendlicos em
cafeeiros sdo relativas aos grdos. Sabe-se, por exemplo que, baixa intensidade de luz
aumenta a concentracdo de acidos clorogénicos, trigonelina, acucares e lipidios durante
diferentes estagios do desenvolvimento dos grdos de café (Avelino et al., 2005). No
entanto, poucos estudos foram publicados a respeito desses compostos em folhas de
cafeeiros, as quais teriam também grande potencial benéfico a saude humana se

consumidas por exemplo na forma de cha (Campa et al., 2012).

Os cafeeiros cultivados em CO> elevado apresentaram maiores teores foliares de
compostos fendlicos (FST) de forma acentuada na cultivar Catuai cujos teores
ultrapassaram aqueles observados no tratamento CO> ambiente aos 46 dias de tratamento.
Na cultivar Obatd, esse comportamento sé foi observado aos 82 dias, o que indica que 0
tempo de exposicao ao tratamento influenciou o investimento na producdo de metabdlitos
secundérios de acordo com cada uma das cultivares avaliadas. Segundo Way & Oren
(2010), ndo ha davidas de que elevadas concentracbes atmosféricas de CO> afetam a
producdo de compostos primarios e secundarios de plantas, no entanto, as respostas

variam de acordo com o tipo, a localizacdo e o periodo de exposicéo.

A elevacdo dos teores foliares de FST nos cafeeiros cultivados em CO; elevado
ndo ocorreu simultaneamente a elevacgdo dos teores de carboidratos (Figuras 6 e 7) mas
parece ter ocorrido de forma subsequente, indicando assim um possivel ajuste do
metabolismo priméario e seu direcionamento para a producdo de compostos do
metabolismo secundario, o que ajudaria a explicar a diminui¢do dos teores de carboidratos
observada nos cafeeiros a partir de 82 dias de experimento, associada a manutencéo de
elevados niveis de FST até o final do experimento (Figura 8).

De acordo com Matyssek et al. (2012), o aumento da disponibilidade de
metabolitos secundarios carbonados ocorre frequentemente pelo acimulo de carboidratos
ndo estruturais. De acordo com esses autores, 0 que ocorre € um balanceamento constante
entre a taxa de producdo priméria bruta direcionada ao crescimento vegetal e o
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metabolismo relacionado a defesa vegetal, de tal forma que, esses processos metabolicos

se relacionam e se complementam.

Elevadas doses de CO. podem alterar a composicdo quimica das plantas
influenciando: a assimilacdo de nutrientes e carbono; a abundancia dos precursores na
biossintese de metabolitos secundarios; as vias de transducdo de sinal e eventualmente,
0S genes que controlam a expressao desses metabolitos (Lindroth, 2010). Assim sendo,
os estudos disponiveis sobre efeitos de CO elevado na produgdo de metabolitos
secundarios ndo sdo conclusivos, indicando que tipos especificos de metabdlitos
secundarios séo diferencialmente influenciados por altas concentrac6es de CO; (Zvereva
& Kozlov, 2006; Stutte et al., 2008; Lindroth, 2010; Goufo et al., 2014; Rezende et al.,
2015).

Este experimento realizado com C. arabica indicou que as cultivares Catuai e
Obatd acumularam maiores teores foliares de FST quando cultivadas em CO- elevado
(~760 ppm) durante 100 dias. De acordo com Poorter et al. (1997), nas plantas, os
componentes com maior contetido energético sdo mais caros para serem produzidos: 2,1
- 3,0 g glucose.g! para lipideos, compostos fenolicos solliveis, proteinas e ligninas
enquanto outros como, carboidratos ndo estruturais e cidos organicos, sdo formados com
relativamente pouca quantidade de glucose (0,9 - 1,2 g glucose.g™). Sendo assim, a maior
disponibilidade de moléculas de glucose (Figura 7) possivelmente favoreceu o alto

investimento na producao de FST observado nos cafeeiros cultivados em alto CO..

Alteracdes nos teores de Carbono (C) e Nitrogénio (N), Razdo CI/N,

discriminacé&o isotépica do carbono (4C) e razdo pi/pa.

As cultivares de cafeeiros Catuai e Obatd cultivadas em CO: elevado
apresentaram respostas semelhantes, porém, com intensidades de variag¢6es distintas nos
teores foliares de nitrogénio (N). A cultivar Catuai apresentou tendéncia de reducdo (7%
em média) enquanto a Obatd apresentou reducdo média de 14% com redugdes

estatisticamente significativas praticamente durante todo o experimento (Figuras 9 e 10).

Sabe-se que os cafeeiros, em condic¢Ges atmosféricas de CO, séo exigentes quanto
aos teores de N que normalmente estdo entre 3 e 4% (Malavolta 2002). De acordo com

Moraes (1981) valores abaixo de 2,3 e 2,7 sdo considerados deficientes o que indica que
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a cultivar Obata apresentou deficiéncia de N no tratamento CO: elevado pois apresentou

teor médio de 2,1% ao final do periodo experimental nas OTCs .

Alguns autores sugerem que a retroinibicdo da fotossintese esta relacionada a
diminuicdo da forca dreno causada por deficiéncia de N. Sanz-Saez et.al (2010)
demonstraram em Alfafa (leguminosa) que a suplementacdo com N resultou em altas
taxas de A associadas a maiores teores foliares de N e reducdo do acimulo de AST e de
amido quando cultivadas em CO: elevado. Corroborando esses resultados, observamos
que os cafeeiros cultivados em CO- elevado apresentaram queda nos teores foliares de N
associadas a diminuicéo das taxas fotossintéticas (Figuras 3 e 4) e maior acimulo de AST

e amido (Figura 6).

Jifon & Wolfe (2002) observaram que o efeito de N na aclimatacdo ao CO:
elevado depende do balanco entre disponibilidade e demanda por N com efeitos na
alocacdo de biomassa em funcdo de alteracGes na relacdo fonte-dreno. Deficiéncia de N
pode afetar o crescimento do vegetal reduzindo a capacidade de produgéo de novos drenos
(Chaves et al., 2012). E possivel que no caso dos cafeeiros, a diminuicdo dos teores
foliares de N tenha contribuido para que os parametros de crescimento observados néo

tenham sido significativamente maiores no tratamento CO; elevado.

Markelz et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes suplementages com N em
Arabidopis thaliana cultivada em duas diferentes concentraces atmosféricas de CO- e
observaram gque o menor fornecimento de N implicou 0 aumento da taxa de respiracao no
escuro bem como o aumento da transcricdo génica de componentes da via respiratoria.
Em nosso estudo com cafeeiros observamos que o aumento das taxas de respiracao
(Figura 5) coincidiu com os mais baixos teores foliares de N, quantificados nas duas

cultivares aos 96 dias de tratamento com CO- elevado (Figuras 9B e 10B).

Corroborando nossos resultados, Martins et al. (2014) reportaram significativas
reducBes de N em folhas de trés genotipos de Coffea sp cultivados sob diferentes
atmosferas de CO> e diferentes faixas de temperatura. Nesse estudo, a maior concentracéo
de CO2 (700 ppm) diminuiu significativamente os teores foliares de N independentemente
da temperatura e do gendtipo.
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Houve uma tendéncia de reducéo dos teores foliares de carbono (C) em todos os
dias (significativa aos 25 dias) na cv. Obata (Figura 10A) e até 46 dias na cv. Catuai
(Figura 9A) resultando numa queda tendencial de 1% em média nesses teores. De acordo
com Poorter et al. (1992) geralmente o contetdo de carbono aumenta em folhas e caules
e diminui nas raizes de plantas cultivadas em alto CO,. O que néo esta de acordo com
este estudo, que indicou tendéncia de aumento de carbono nas raizes e diferentes
tendéncias nas folhas e caules das duas cultivares estudadas. O mesmo autor enfatiza, no
entanto, que o conteudo de carbono na folha depende de sua composicdo quimica, uma
vez que, diferentes compostos apresentam quantidades diferentes de carbono na estrutura
molecular. AgUcares soluveis, por exemplo, apresentam menos carbono molecular (0,412

g.9™) que lipidios (0,776 g.g™*) segundo Poorter (1989).

As alteragdes nos teores foliares de C e N dos cafeeiros cultivados em elevado
CO2 resultaram em uma tendéncia de elevagdo (7% em média) da razdo C/N na cultivar
Catuai enquanto na cultivar Obaté a elevacdo dessa razdo ocorreu em todos os dias de
experimento resultando no aumento médio de 17%. No caso, a elevacdo de C/N ocorreu
pela diminuigdo dos teores foliares de nitrogénio e ndo pelo aumento dos teores de

carbono.

Essa mesma relacdo foi vista para seis espécies anuais de gramineas que
apresentaram aumento nas raz6es C/N sob elevado CO; devido a diminuicdo de N, ao
invés do aumento de carbono por unidade de massa seca, ou seja, 0 aumento de C/N foi
decorrente da reducdo na assimilacdo de N e ndo da diluicdo de N pelo acumulo de
carboidratos (Hungate et al.,1996). Esse efeito também foi observado em Senna reticulata

exposta a elevado CO» (~760ppm) durante 135 dias (Arenque et al., 2014).

Em um trabalho com Arabidopsis e trigo (duas espécies C3) foi verificado que o
elevado CO2 (720 ppm) inibiu a assimilacdo de nitrato em compostos orgénicos
nitrogenados e que sua inibi¢do poderia estar relacionada aos processos de aclimatacéo,
como o decréscimo da fotossintese e do crescimento em plantas C3 em periodos de longa

exposicao ao enriquecimento atmosférico de CO> (Bloom et al., 2010).

Alguns autores relacionam a aclimatacdo fotossintética observada em plantas
cultivadas em elevado CO> a reducdo do teor foliar de nitrogénio e, portanto, dos niveis
de Rubisco uma vez que esta enzima corresponde a 20% a 30 % do total de proteinas da
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folha. A relacdo entre aclimatacdo da fotossintese e reducdo do teor foliar de N foi
investigada por Rogers et al. (1998). Nesse trabalho, a graminea Lolium perenne foi
cultivada em diferentes concentragcbes atmosféricas de CO. e diferentes niveis de
adubacdo com nitrogénio. Os resultados indicaram que a aclimatagéo fotossintética sob
baixo teor de N esteve relacionada a limitacGes ao desenvolvimento de novos drenos e

ndo ao efeito direto da reducdo do teor de nitrogénio disponivel para a fotossintese.

Embora neste estudo ndo tenham sido avaliados parametros relativos a atividade
e aos teores foliares de Rubisco, a reducdo dos teores foliares de N associada ao acimulo
de acucares observado nas folhas dos cafeeiros cultivados em alto CO, foram indicadores
de aclimatacdo conforme indicado na literatura para diversas espécies de fotossintese tipo

C3 assim como C.arabica.

O cultivo em atmosfera enriquecida com CO> promoveu acréscimos nos valores
de 5°N. Em média, esses valores aumentaram em 16% nos cafeeiros Catuai e em 8% na
cultivar Obatd. Conforme apontado por alguns autores, o processo de fracionamento
contra o is6topo mais pesado °N em plantas pode ocorrer durante a assimilacdo de N na
forma de NHx ou NOx e pode diminuir quando N néo ¢é abundante (Hobbie & Ouimette,
2009; Esmeyer-Liu et al., 2012). Esse comportamento foi observado nos cafeeiros
expostos ao tratamento CO: elevado uma vez que, de forma geral, os teores de °N
aumentaram no momento em gue os teores de nitrogénio reduziram, o que significa que
houve menor discriminagéo contra o is6topo pesado °N quando o nitrogénio nio estava

tdo disponivel nas folhas (Figuras 8 C/D e 9 C/D).

Os cafeeiros cultivados em atmosfera enriquecida com CO apresentaram
diminui¢do dos valores absolutos de §*3C (valores mais negativos) em ambas as cultivares
e com mais intensidade nos cafeeiros Obaté que tiveram reducdo média de 22% enquanto
que na cv. Catuai os teores reduziram em média 20% (Figuras 8E e 9E). De acordo com
0 modelo proposto por Farquhar et al. (1989), a discriminacao contra o is6topo pesado
(AC) ocorre durante a fixagdo fotossintética do C e isto esta refletido nos valores de
313C dos tecidos vegetais. Os valores de A¥*C aumentaram em média 26% nos cafeeiros
Catuai e 30% nos cafeeiros Obatd (Figuras 8F e 9F) indicando, de acordo com esse
modelo, maior discriminacgdo do is6topo 3C durante a assimilagdo fotossintética dos

cafeeiros cultivados em alto CO..
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Nos cafeeiros cultivados sob alta concentracdo atmosférica de CO», as razfes
pi/pa aumentaram em relagéo ao tratamento CO, ambiente em todos os dias analisados
com diferencas entre os cafeeiros Catuai e Obatd, sendo os valores ligeiramente
superiores na cultivar Obata. De acordo com Farquhar & & Sharkey (1982), em plantas
C3, ha uma relacdo linear entre pi/pa e A®C, ou seja, quando pi/pa ¢é baixa, A®C é
governada por fracionamento difusional do carbono, enquanto que, se pi/pa € elevada
entdo A®C é governada por fracionamento devido a carboxilagdo. Sendo assim, nossos
resultados indicam que a discriminagdo contra o isétopo *C observada nos cafeeiros
possa ter ocorrido por fracionamento devido a carboxilacdo e ndo esteve relacionada a
limitacOes difusivas ao CO2, ou seja, a maior disponibilidade de CO> na atmosfera
enriquecida colabora para diminuir as limitacbes difusivas resultando em maior

discriminacdo contra o is6topo pesado por parte de Rubisco.

A avaliacdo da composicdo isotopica de carbono em cafeeiros cv. Catuai vermelho
realizada por Silva et al. (2004) indicou uma alta correlacio negativa entre A e A*C nas
folhas, concluindo que AC teria sido um bom pardmetro indicador de respostas de
cafeeiros a limitagbes ambientais.

Este experimento indica que cafeeiros submetidos ao dobro da concentracao
atmosférica atual de CO», durante 100 dias, ndo apresentam alteracGes significativas de
crescimento ainda que tendéncias de acumulo de carbono sejam observadas em diferentes
6rgdos das plantas. Ha efeito positivo nas taxas de assimilacdo de carbono em resposta a
luz, principalmente na cultivar Catuai, associado a elevacdo dos pontos de saturacdo por
luz e e do ponto de compensacdo de CO2, além de reducdo da respiragcdo no escuro ao
final do periodo. Os teores de carboidratos aumentam até os 46 dias sendo que a cv. Catuai
tende a acumular maiores teores de glucose e frutose enquanto a cv. Obatd acumula
maiores teores de amido. A aclimatacdo fotossintética ocorre simultaneamente ao
acumulo de amido envolvendo, possivelmente, mecanismos de sinalizacdo por agucares
e estando também associada a reducdo dos teores de nitrogénio observada nas duas
cultivares. As duas cultivares estudadas acumulam maiores teores de compostos fenélicos
em fungdo da maior disponibilidade de carboidratos. A variagdo dos teores de °N esta
opostamente relacionada a disponibilidade de nitrogénio enquanto que a diminuicao dos

teores de *3C indica a diluigdo isotopica do carbono resultando em maiores valores de
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ABC os quais, por sua vez, estdo diretamente relacionados a queda das taxas

fotossintéticas das plantas, visando o controle do fluxo de carbono.
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3.2 EXPERIMENTO II: ALTERAGOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE CAFEEIROS
EXPOSTOS AO FUNGO CAUSADOR DA FERRUGEM ALARANJADA (HEMILEIA VASTATRIX)
E CULTIVADOS EM ATMOSFERA ENRIQUECIDA coM CO2.

3.2.1 MATERIAL E METODOS

3.2.1.1 MATERIAL VEGETAL, CONDIGOES DE CULTIVO, INOCULAGAO DO
PATOGENO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ao final do experimento 1, os cafeeiros utilizados foram retirados das OTCs e
permaneceram na casa de vegetacdo sendo cultivados sob atmosfera ambiente de CO; até
a execucao deste novo experimento, realizado entre marco e abril de 2013, quando entéo
os cafeeiros apresentavam um ano e meio de idade. Nesse periodo, a temperatura minima
variou entre 11,3°C e 20,7°C e a maxima entre 18°Ce 32,8°C. Os cafeeiros foram
inoculados com urediniosporos da raca Il do fungo Hemileia vastatrix, gentilmente
fornecidos pela Pesquisadora Dra. Masako Toma Braghini, do Centro de Café “Alcides
Carvalho” do Instituto Agronémico de Campinas-SP. A suspensao de urediniosporos foi
preparada em &gua destilada acrescida de Tween 20 (1 gota em 500 mL de &gua destilada)

sob agitacdo constante, sendo calibrada em cadmara de Neubauer na concentracdo

aproximada de 1 x 10° urediniosporos/mL. Apds 10 dias de aclimatacéo dos cafeeiros as
condicdes atmosféricas das OTCs, a suspensao de esporos foi aspergida nas faces abaxiais
do 2° e 3° par de folhas de todas as plantas mantidas em uma camara com CO2 ambiente
(380 ppm) e outra em CO- elevado (~760 ppm). Imediatamente ap6s a aspersdo do
indculo, os cafeeiros foram transferidos para cAmara escura e mantidas durante 48 horas
sob atmosfera saturada de agua utilizando-se umidificador de ar eletrdnico. Para fins de
controle, duas OTCs sob as mesmas condi¢es ambientais, ndo receberam inéculo. Ao
final desse periodo, as plantas foram transportadas para as OTCs iniciando-se entdo 0s
procedimentos de coleta de folhas. Em cada uma das OTCs foram coletados trés pares de
folhas de individuos diferentes nos tempos 0 (ap0ds a aspersdo do indculo, manutencado em
camara escura e transporte paraas OTCs) 1, 2, 4, 7, 14 e 28 dias a partir da inoculacdo do
patdgeno. As folhas foram lavadas em &gua destilada e imediatamente mergulhadas em
nitrogénio liquido, maceradas, liofilizadas e armazenadas em freezer (-20°C) para
analises posteriores. Constatado o surgimento dos sintomas caracteristicos da ferrugem
do cafeeiro, o ensaio foi finalizado totalizando 45 dias de cultivo dos cafeeiros nas OTCs.
A quantificagdo de area lesionada de dez folhas de seis plantas foi executada com auxilio

do software ASSES (Image Analysis Software for Plant Disease Quantification versdo
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2.0).” O experimento foi inteiramente casualizado e os fatores foram: genotipos (Catuai

x Obatd); CO- (ambiente x elevado) e patégeno (com patdgeno x sem patdgeno).

3.2.1.2 CURVAS DE RESPOSTA DA FOTOSSINTESE A LUZ
Os procedimentos de obtengdo e ajuste das curvas de taxas de assimila¢ao
liquida de carbono (4, pmol CO> m? s') em resposta ao fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (DFFF), foram descritos no item 3.1.1.2. As medidas foram
efetuadas no 19°,40°, 41°, 42° ¢ 45° dia de cultivo dos cafeeiros nas OTCs. Foram medidas
duas plantas de cada cultivar por tratamento com CO., sendo uma planta inoculada e uma

ndo inoculada.

3.2.1.3 DETERMINAGCOES BIOQUIMICAS

Analise quantitativa de carboidratos

Foram quantificados os teores de agucares soluveis totais (AST), actcares
redutores (AR) e amido em folhas totalmente expandidas do 3°/4° pares, a partir do apice,
de ramos plagiotrépicos de cafeeiros cultivados em OTCs coletadas aos 0, 7, 14 e 28 dias
de exposicao ao CO». Os procedimentos analiticos foram descritos no item 3.1.1.4. Foram
analisadas trés amostras compostas por tratamento (n=3). Os resultados foram expressos

em mg de equivalentes de glucose g MS .

Andlise qualitativa dos carboidratos soluveis por cromatografia liquida de troca

anionica de alta resolu¢ao (HPAEC/PAD)

Os perfis cromatograficos de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose
foram determinados nas amostras coletadas nos dias 0, 14 e 28 contados a partir da
inoculagdo do patdogeno. Os procedimentos analiticos estdo descritos no item 3.1.1.4.
Foram analisadas trés amostras compostas por tratamento (n=3). As andlises foram

conduzidas em triplicata técnica. Os resultados foram expressos em mg g MS !

3.2.1.4 TEORES DE FENOLICOS SOLUVEIS TOTAIS
Foram determinados os teores de fendlicos soluveis totais em folhas coletadas nos
dias 0, 1, 2, 4, 7, 14 e 28 dias a partir da inoculacdo do patégeno. Os procedimentos
analiticos estdo descritos no item 3.1.1.5. Foram analisadas trés amostras compostas por
tratamento (n=3). As andlises foram conduzidas em triplicata técnica. Os teores foram

calculados com base em uma curva padrdo de 4cido tanico e os resultados foram
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expressos em mg de 4acido tinico g MS .

3.2.1.5 TEORES DE LIGNINA

As analises de lignina seguiram o método de Dostcr & Bostock (1988). Cada
amostra analisada foi composta por 30 mg de tecidos foliares submetidos a duas extragoes
sucessivas com 1,5 mL de solucdo metandlica 80% (v/v), durante 30 minutos em agitacédo
continua por ultrassom. ApOs a extracdo as amostras foram centrifugadas em
microcentrifuga a 12.000 rpm durante 5 min e os sobrenadantes foram separados. Os
residuos sélidos foram secos durante 6 h em estufa com circulacao forgada de ar a 70°C
e resfriados a temperatura ambiente. Apo0s a secagem, o residuo foi misturado com 1,5
mL de uma solucdo de 98% de &cido tioglicolico e HCI 2 N (1:10, v/v) e mantidos em
um banho-maria a aproximadamente 100° C por 4 h. Em seguida, os microtubos foram
rapidamente resfriados em banho com gelo e centrifugados a 12.000 rpm por 10 min,
descartando-se os sobrenadantes. Os residuos solidos foram lavados com 1,5 mL de agua
destilada, centrifugados novamente a 10.000 rpm por 10 min e, ap6s o descarte do
sobrenadante, foram solubilizados em 1,5 mL de NaOH 0,5N. As suspensdes foram
mantidas “overnight” em agitador rotativo em temperatura ambiente, sendo em seguida
centrifugadas (10.000 rpm por 10 min). Os sobrenadantes foram transferidos para novos
microtubos aos quais foram adicionados 200 uLL de HCI concentrado e transferidos para
uma camera fria, onde permaneceram por 4 h. Foi realizada uma ultima centrifugacao
(10.000 rpm por 10 min), descartando-se os sobrenadantes e solubilizando-se os
precipitados em 2 mL de NaOH 0,5N. Foram analisadas trés amostras compostas por
tratamento (n=3). As analises foram conduzidas em triplicata técnica. Os resultados foram
calculados com base em uma curva padrdao de Lignin,alkali, 2-hydroxypropyl ether

(Sigma-Aldrich ®). Os teores de lignina foram expressos em mg.g MS L.

3.2.1.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de trés fatores
sendo as medias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade

(P<0,05). As analises foram efetuadas com auxilio do software R.
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3.2.2 RESULTADOS
Efeito de diferentes concentragoes atmosféricas de CO: na ocorréncia de

ferrugem alaranjada

Ao final de 35 dias apos a inoculagao do patdgeno, foi feita a avaliacdo da
ocorréncia de ferrugem alaranjada nos cafeeiros. Foram observadas pustulas esporuladas
somente em folhas de cafeeiros da cultivar Catuai cultivadas em ambas as concentragdes
de CO». A proporcao de area lesionada nas folhas de cafeeiros Catuai cultivados sob CO>
atmosférico foi 7,0 + 3,4 (média + desvio padrao) e 10,6 = 4,0 nos cafeeiros cultivados
em CO> elevado. Nao houve ocorréncia de ferrugem alaranjada nos cafeeiros da cultivar

Obata sob nenhuma das concentra¢des atmosféricas de CO2 nas OTCs.

Curvas de resposta da fotossintese a luz

As medidas instantaneas das taxas de assimilacdo liquida de carbono (A) em
resposta a densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (DFFF) indicaram que o
tratamento com CO- elevou as taxas de assimilacdo de carbono nos cafeeiros Catuai
(Figura 11) e Obaté (Figura 12) em todos os dias analisados. Nos cafeeiros cultivados em
CO. ambiente, as maximas taxas de assimilagdo de carbono foram em média 7,0 pmol
CO2 m-2 s-1 nos cafeeiros Catuai e 7,6 pmol CO2 m-2 s-t nos cafeeiros Obatd. Nos
cafeeiros cultivados em CO> elevado, os valores foram de 11,4 pmol CO2 m-2 s-! na cv.

Catuai e 11,0 pmol CO2 m-2 s-1 na cv. Obata.
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Figura 13: Curvas de resposta da fotossintese a luz de Coffea arabica cv. Catuai vermelho
determinadas nos dias 19 (A), 40 (B), 41 (C), 42 (D), 45 (E) de cultivo em atmosfera ambiente
de CO; (380 ppm) e atmosfera com CO; elevado (760 ppm) durante 45 dias em OTCs. Cada
ponto representa a média + desvio padrao de duas plantas (n=2).
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Nos cafeeiros Catuai os valores de Amax foram maiores no tratamento CO- elevado
em praticamente todos os dias analisados, correspondendo a um aumento médio de 71%
em relacdo ao tratamento CO, ambiente ao longo do experimento (Figura 13A). Os
valores de PCL diminuiram em média 61% (Figura 13C) enquanto que os valores de PSL
aumentaram em média 28% (Figura 13E). A respiracdo no escuro diminuiu no tratamento
CO2 elevado em média 70%, sendo os valores mais negativos registrados a partir de 82
dias de experimento (Figura 13G).

Nos cafeeiros Obatd, os valores de Amax foram em média 45% superiores no tratamento
COz elevado. Valores menores, em comparacdo com o tratamento CO, ambiente, foram
observados nos dias 25, 68 e 96 (Figura 13B). Os valores de PCL diminuiram no
tratamento com CO; elevado em média de 63% (Figura 13D). O ponto de saturacdo por
luz foi 25% maior no tratamento CO; elevado (Figura 13F). A semelhanca do observado
nos cafeeiros Catuai, na cultivar Obatd a respiracao no escuro diminuiu a partir de 82 dias

e foi, em média, 61% menor no tratamento CO> elevado (Figura 13H).
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Figura 12: Curvas de resposta da fotossintese a luz de Coffea arabica cultivar Obata
vermelho determinadas nos dias 19 (A), 40 (B), 41 (C), 42 (D), 45 (E) de cultivo em
atmosfera ambiente de CO; (380 ppm) e atmosfera com CO, elevado (760 ppm) durante 45
dias em OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padréo de duas plantas (n=2).
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Figura 13: Taxas de maxima assimilacdo liquida de carbono (Amsx), ponto de compensacao de
luz (PCL), ponto de saturacéo de luz (PSL) e taxas de respiragéo no escuro (Re) de Coffea arabica
cv. Catuai vermelho (A,C,E,G) e cv. Obata vermelho (B,D,F,H) determinadas aos 19, 40, 41, 42
e 45 dias de cultivo em CO, ambiente (380ppm) e CO- elevado (~760ppm) em OTCs. Cada ponto
representa a média de duas plantas (n=2).
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Teores foliares de carboidratos ndo estruturais

Os cafeeiros suscetiveis a ferrugem (Catuai) que ndo foram inoculados e
cultivados em CO> elevado apresentaram elevacdo meédia dos teores de AST (15%) com
alteraces significativas nos dias 0 e 7 (Figura 14A); reducdo média dos teores de AR
(14%) com alteracdo significativa no dia zero (Figura 14C) e aumento médio nos teores
de amido (35%) sendo 0 maior teor observado no dia 7 e menor teor no dia 28 (Figura
14E).

Os cafeeiros suscetiveis inoculados com H. vastatrix e cultivados em CO- elevado
apresentaram reducdo do valor médio de teores de AST (17%) que foram menores nos
dias 14 e 28 (Figura 14B). Houve aumento médio dos teores de AR (31%) de forma
significativa nos dias 0 e 7 (Figura 14D). Foi observada elevacdo média dos teores de

amido (27%) significativamente nos dias 0, 7 e 14 (Figura 14E).

Os cafeeiros resistentes a ferrugem (Obatd) que ndo foram inoculados com H.
vastatrix e foram cultivados em CO; elevado apresentaram maiores teores de AST (74%)
em todos os dias analisados, sendo significativos nos dias 0 e 14 (Figura 15A); os teores
de AR tiveram aumento médio de 35% , significativo aos 14 dias (Figura 15C), enquanto
os teores de amido tiveram elevacdo média de 58% com valores significativamente

maiores nos dias 7 e 28 (Figura 15E).

Quando inoculados com o patogeno, os cafeeiros resistentes (Obatd) cultivados
em elevado CO; tiveram aumento médio de 5% nos teores de AST (Figura 15B); reducéo
média de 6% dos teores de AR (Figura 15D) e aumento significativo de cerca de 25% dos

teores de amido nos dias 7 e 14 (Figura 15F).

Os perfis cromatograficos de acucares sollveis indicaram que cafeeiros
suscetiveis ndo inoculados e cultivados em alto CO- tiveram reducfes médias de 29% nos
teores de glucose (Figura 16A), de 40% nos teores de frutose (Figura 16C), de 7% nos
teores de sacarose (Figura 16E), de 17% nos teores de rafinose (Figura 16G) e de 28%
nos teores de estaquiose (Figura 161). Quando inoculados com o patégeno, os cafeeiros
cultivados em alto CO2 apresentaram reducéo geral média dos teores de agUcares soluveis.
As reducdes médias foram de 11% para glicose (Figura 16B) e de 27% para frutose
(Figura 16D).
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Os cafeeiros resistentes a ferrugem (Obatd) ndo inoculados e cultivados em CO>
elevado apresentaram aumento médio dos teores de glucose (92%), de frutose (31%), de
sacarose (22%), de estaquiose (11%) enquanto os teores de rafinose diminuiram em média
17% (Figuras 17A,C, E, I, G, respectivamente).

Os cafeeiros resistentes inoculados com H. vastatrix e cultivados em CO> elevado
apresentaram elevacdo média dos teores de glucose (42%), de frutose (69%), de
estaquiose (8%) conforme indicado nas figuras 17B, D e J, respectivamente. Os teores de
sacarose apresentaram reducdo aos 28 dias, porém em meédia ndo foram alterados pelos
tratamentos (Figura 17F) enquanto que os teores de rafinose tiveram reducdo média de
11% (Figura 17H).
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Figura 14 : Teores de agUcares sollveis totais (AST), aglcares redutores (AR) e amido de
folhas de Coffea arabica cv. Catuai vermelho ndo inoculados com H. vastatrix (A, C, E) e
inoculados (B, D, F), analisados nos dias 0, 7, 14 e 28 de cultivo em CO, ambiente (380ppm)
e CO; elevado (~760ppm) em OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de trés
amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenga significativa entre os tratamentos com CO;
(Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 15: Teores de aglcares sollveis totais (AST), acucares redutores (AR) e amido de folhas
de Coffea arabica cv. Obatd vermelho ndo inoculados (A, C, E) e inoculados (B, D, F) com o
fungo H. vastatrix e analisados nos dias 0, 7, 14 e 28 de cultivo sob atmosfera ambiente de CO>
(380 ppm) e atmosfera com CO- elevado (760 ppm) em OTCs. Cada ponto representa a média +
desvio padrdo de trés amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenga significativa entre os

tratamentos com CO- (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 16: Teores de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose Coffea arabica cv. Catuai
vermelho ndo inoculados com o fungo H. vastatrix (A, C, E, G, 1) e inoculados (B, D, F, H, J),
analisados nos dias 0, 7, 14 e 28 de cultivo sob concentracdo atmosférica de CO, ambiente (380ppm)
e COz elevado (760 ppm) em OTCs. Cada ponto representa a média * desvio padréo de trés amostras
(n=3). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos com CO; (Teste de Tukey, P
< 0,05).
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Figura 17: Teores de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquios em Coffea arabica cv. Obata
vermelho néo inoculados com o fungo H. vastatrix (A,C,E,G,I) e inoculados (B,D,F,H,J), analisados
nos dias 0, 7, 14 e 28 de cultivo sob concentracdo atmosférica de CO, ambiente (380ppm) e CO-
elevado (760ppm) em OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padrao de trés amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos com CO; (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Teores de fendlicos solUveis totais e de lignina

Os teores de compostos fenolicos soltveis (FST) foram determinados em folhas
coletadas nos dias: 0, 1, 2,4,7,14 e 28 de cultivo nas OTCs.

Os cafeeiros suscetiveis (Catuai) ndo inoculados com o patégeno e cultivados em
elevado CO; apresentaram aumento de 12% dos teores de FST (Figura 18A) enquanto
que os cafeeiros inoculados tiveram em media 15% de aumento (Figura 18B). Nos
cafeeiros suscetiveis inoculados com o fungo causador da ferrugem alaranjada, os teores
foram maiores nos dias 1, 2, 4, 14 e 28 enquanto que nos cafeeiros ndo inoculados as
diferencas significativas ocorreram somente no 14° dia, porém foi observada uma

tendéncia de elevacdo desses teores.

Os cafeeiros resistentes (Obatd) ndo inoculados com H. vastatrix apresentaram, no
cultivo em CO; elevado, aumento médio (19%) dos teores de FST com alteracOes
significativas nos dias 0, 2, 7, 14 e 28 (Figura 18C). Os cafeeiros resistentes que foram
inoculados com o patégeno também apresentaram elevacdo média dos teores de FST

(10%) com efeitos significativos nos dias 1, 2, 4 e 28 (Figura 18D).

Assim como foi observado no caso dos compostos fenolicos, os teores de lignina
variaram entre todos os tratamentos. Cafeeiros suscetiveis ndo inoculados com H.
vastatrix e cultivados em alto CO>, apresentaram elevacdo média dos teores de lignina
com alteracBes significativas no dia 28 (Figural9A). Ja os cafeeiros suscetiveis
inoculados com o patdgeno tiveram reducdo média de 26% nos teores de lignina com

diferencas significativas nos dias 0, 7 e 14 (Figura 19B).

Os cafeeiros resistentes (Obatd) ndo inoculados com H. vastatrix cultivados em
alto CO> apresentaram elevacdo média de 67% nos teores de lignina com alteracdes
significativas nos dias 7, 14 e 28 (Figura 19C). Os cafeeiros resistentes inoculados com o
patdgeno também apresentaram elevacdo dos teores de lignina, em média de 58%, com

alterac@es significativas em todos os dias analisados (Figura 19D).
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Figura 18: Teores de fendlicos sollveis totais (FST) de folhas de Coffea arabica ndo inoculados
(A, C) e inoculados (B, D) com o fungo H. vastatrix, analisados nos dias 0, 1, 2, 4, 7, 14 e 28 de
cultivo sob diferentes concentra¢fes atmosféricas de CO,, em OTCs. Cada ponto representa a
média + desvio padrdo de trés amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca significativa entre 0s
tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05). Cultivar Catuai vermelho: CO, ambiente
(O) e CO; elevado (@); Cultivar Obat vermelho: CO, ambiente ([]) e CO; elevado (H).
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Figura 19 : Teores de lignina de folhas de Coffea arabica ndo inoculados (A, C) e inoculados (B,
D) com o fungo H. vastatrix, analisados nos dias 0, 7, 14 e 28 de cultivo, sob diferentes
concentragdes atmosféricas de CO,, em OTCs. Cada ponto representa a média + desvio padrdo
de trés amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos
atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05). Cultivar Catuai vermelho: CO, ambiente (O) e CO,
elevado (@); Cultivar Obatd vermelho: CO, ambiente (1) e CO; elevado (H).
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3.2.3 DISscussA0

As curvas A x DFFF indicaram maiores valores de A nos cafeeiros cultivados em
CO: elevado em todos os dias analisados. Ao contrario do que foi observado no
experimento 1, neste ensaio ndo houve aclimatacdo da fotossintese pois ambas as
cultivares mantiveram taxas assimilatorias maiores em CO; elevado conforme observado
aos 41, 42 e 45 dias. Esse efeito pode ter ocorrido em fung¢éo do menor tempo de cultivo
de 45 dias neste caso e de 100 dias no ensaio anterior. Este experimento foi realizado
entre marco e abril de 2013 quando entdo as temperaturas registradas foram em geral mais
elevadas que aquelas observadas nos meses de maio a julho de 2012, época em que 0
experimento 1 foi executado. Como j& observado anteriormente, temperaturas baixas
afetam negativamente as taxas de fotossintese de cafeeiros (Silva et. al, 2004). H& que se
considerar também que, em relacdo ao experimento anterior, as plantas utilizadas foram
as mesmas, no entanto, as folhas em que as medidas de fotossintese foram avaliadas
cresceram em CO; ambiente até que este ensaio fosse iniciado e mantiveram resposta

positiva ao CO- elevado até 45 dias de cultivo nas OTCs.

Os cafeeiros cultivados em CO> elevado apresentaram aumento dos valores de
PCL e de PSL, efeitos coerentes com a maior razdo CO2/O; nos sitios de carboxilacao
favorecendo a fotossintese e reduzindo a fotorrespiragdo, bem como o0 aumento na taxa
de transporte de elétrons em funcdo das maiores taxas assimilatorias observadas nessa

condigdo atmosférica (Taiz & Zeiger, 2010)

A respiragdo no escuro apresentou reducdo nas duas cultivares estudadas. Os
efeitos do incremento de CO. na respiracdo variam entre espécies, podendo causar
aumentos ou reducdes, porém ha abundante literatura indicando que geralmente levam a
reducdes (Amthor, 1991; Drake et al., 1997). Diversos estudos apontam para uma reducao
de 10% a 20% na respiragdo em resposta a uma duplicagdo na concentracdo de CO>
(Curtis, 1996; Drake et al., 1997; Drake et al., 1999). Os supostos mecanismos através
dos quais o incremento do CO; reduz as taxas de respiracdo ainda estdo sendo elucidados,
e as principais hipoteses incluem alteragGes na disponibilidade de carboidratos, nas taxas
de crescimento e na alocacdo de biomassa, mudancgas na composi¢do quimica de tecidos
e interagcdes entre a concentracdo de CO2 e as enzimas respiratorias (Amthor, 1991;
Curtis, 1996; Gonzalez-Meler et al., 1996; Drake et al., 1997). Uma vez que neste
experimento as dosagens de carboidratos e as curvas de resposta de fotossintese a luz ndo
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foram realizadas diuturnamente e nem simultaneamente ndo foi possivel associar as

alteraces respiratdrias com acimulo e translocacao de carboidratos.

As variagOes detectadas nos teores de carboidratos indicaram alteragdes
complexas ocorridas de acordo com: a cultivar considerada, a concentragdo atmosférica
de CO> das OTCs, o tempo de cultivo e a presenga ou auséncia do patégeno. Pode-se
afirmar, de acordo com as observacdes, que as respostas dos cafeeiros cultivados em
maiores concentracfes atmosféricas de CO. foram profundamente influenciadas pela
presenca do fungo nos tecidos foliares. A natureza das alteracGes é devida principalmente
ao carater da planta hospedeira quanto a suscetibilidade ou a resisténcia a infeccdo pelo

fungo H. vastatrix.

Quando cultivados em CO. ambiente, tanto cafeeiros suscetiveis quanto
resistentes ao patdégeno, aumentaram os teores foliares de AST, AR, glucose, frutose e
sacarose e reduziram os teores de amido ao serem inoculados com H. vastatrix. No cultivo
em CO: elevado, o efeito nos teores dos carboidratos na cultivar suscetivel se manteve,
porém houve maior investimento das plantas no acimulo de AR, cujos teores mais que
dobraram nas plantas inoculadas pelo patdgeno. A cultivar resistente, ao contrario do que
se observou em CO. ambiente, reduziu os teores de AST e manteve as tendéncias
observadas para os demais carboidratos. Proporcionalmente, no entanto, os teores de AST

aumentaram mais em CO; ambiente do que em CO> elevado.

A elevacdo dos teores de AST, AR, glucose, frutose e sacarose observada nos
cafeeiros inoculados é um efeito que tem sido descrito na literatura em resposta a infecgédo
vegetal por patdgenos, principalmente fungos biotréficos, como é o caso de H. vastatrix.
Muitos trabalhos descrevem a importancia dos niveis de agucares na resisténcia de plantas
ao ataque de patdgenos fungicos, porém, seu papel como moléculas sinalizadoras na
resposta de defesa vegetal foi descrito mais recentemente a partir do estudo de mutantes,
transgénicos e analise de expressdo génica (Doehlemann et al. 2008; Morkunas et al.
2011; Bolouri Moghaddam & Van den Eden, 2012; Cho et al., 2012; Schenket et al.,
2012).

Ap0s a inoculacado, o teor de sacarose apoplastica aumenta durante horas ao longo
da interacdo incompativel entre Nicotiana tabaccum e Phytophthora nicotianae (Scharte
et al., 2005). O aumento dos teores de sacarose se deve a atividade de duas enzimas, as
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sacarose- sintases e as invertases (Ehness et al., 1997). Ambas utilizam a sacarose como
substrato para gerar glucose e frutose que estardo disponiveis para serem utilizadas na
producdo de energia, macromoléculas e biossintese de aminoéacidos (Roitsch et al, 2003;
Koch, 2004; Berger et al. 2007; Vargas & Salerno, 2010). No caso deste experimento, 0s
teores de sacarose foram maiores nos cafeeiros resistentes quando cultivados em CO>
ambiente. O aumento dos teores de sacarose nos cafeeiros resistentes foi menor em CO-
elevado, igualando-se, em termos proporcionais, as elevacfes desses teores observadas
na cultivar suscetivel. Esse efeito poderia indicar um comprometimento da resisténcia da
cultivar Obata ao patégeno conforme observado no trabalho de Vaughan et al (2014), que
investigaram o efeito de CO elevado na interagdo milho e micotoxinas do fungo

Fusarium verticillioides.

As diferencas observadas nos cafeeiros quanto aos teores de carboidratos em
respostas a inoculacdo por H. vastatrix estdo relacionadas a rapidez e intensidade de
resposta de defesa vegetal. Quando as respostas de defesa sdo tardias e/ou pouco intensas,
a planta hospedeira apresenta suscetibilidade ao agente patogénico e a interagédo
denomina-se compativel. Pelo contrario, quando as respostas de defesa sdo rapidas e/ou
intensas permitem bloquear eficazmente o avanco do agente patogénico e a planta
apresenta resisténcia, sendo a interacdo denominada incompativel (Duhoux & Nicole,
2004; van Loon et al., 2006; Bari & Jones, 2009).

Neste experimento, observou-se que os teores de AST e AR na cultivar resistente
se elevaram rapidamente desde o inicio da inoculagdo, atingindo valores superiores aos
da cultivar suscetivel aos 14 dias de tratamento tanto em atmosfera com CO: elevado
quanto em CO2 ambiente. Os teores de glucose foram muito maiores (cerca de 200% em
CO. ambiente e 600% em CO> elevado) na cultivar resistente, que aqueles observados na
cultivar suscetivel. Ja os teores de frutose também foram maiores (o dobro em CO>
ambiente e 6 vezes maiores em CO- elevado) na cultivar resistente inoculada como fungo.
Os teores de sacarose, aumentaram de forma semelhante nas cultivares suscetivel e
resistente e foram semelhantes entre si. Embora os oligossacarideos rafinose e estaquiose,
de acordo com a literatura, ainda ndo tenham sido relacionados as respostas de defesa
vegetal e sim a outros tipos de estresse vegetal em cafeeiros (De Lima et al., 2014)
observou-se neste experimento elevacdo dos teores desses agucares com intensidades
semelhantes em ambas as cultivares inoculadas.
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Em relacdo ao envolvimento de compostos do metabolismo secundario nas
respostas de defesa vegetal, estudos citoldgicos em cafeeiros com resisténcia completa ao
fungo H. vastatrix revelaram que uma das primeiras respostas de resisténcia consistiu na
morte rapida das células do hospedeiro no sitio de infeccdo (Guerra-Guimaraes et al.,
2009; Silva et al., 2002). Esta reacdo de hipersensibilidade foi acompanhada, dentre
outros efeitos, de deposicdo de compostos fendlicos e lignificacdo e espessamento da
parede celular (Guzzo et al., 2004). A reacdo de hipersensibilidade (RH) é uma forma de
morte celular programada que consiste na morte rapida das células da planta no local de

penetracdo do agente patogénico (Lecouls et al., 2006; Mur et al., 2008).

Estudos sobre o efeito de alto CO2 nos teores de compostos fendlicos e a influéncia
na resposta de defesa vegetal contra o ataque de fungos patogénicos em espécies arboreas
indicaram efeitos diversos de acordo com o patossistema analisado (McElrone et al. 2005;
2010). No entanto, ndo foram encontrados na literatura estudos descrevendo os efeitos de
elevadas concentracdes de CO> na reacdo de hipersensibilidade de cafeeiros ao patégeno
causador da ferrugem alaranjada. A intensidade e velocidade da resposta de
hipersensibilidade € o que distingue os diferentes niveis de resisténcia ou suscetibilidade
de cafeeiros a H. vastatrix. Nosso experimento indicou que os cafeeiros suscetiveis ao
fungo H. vastatrix praticamente ndo alteraram os teores médios de FST quando
inoculados com o patégeno tanto em CO2 ambiente quanto em CO- elevado. Por outro
lado, os cafeeiros resistentes apresentaram elevacdo média desses teores quando
inoculados com o fungo em ambas as concentracdes de CO» atmosférico. Ao serem
inoculados com o fungo H. vastatrix, os cafeeiros suscetiveis e resistentes apresentaram
diferentes padrdes temporais de alteraces nos teores de FST. Quando cultivados em CO2
elevado, tanto os cafeeiros suscetiveis quanto os cafeeiros resistentes inoculados
apresentaram exatamente os mesmos padrdes temporais de alteragdes dos teores de FST
com elevacGes no 1° e 4° dias e manutencdo dos teores elevados até o final do

experimento.

Guzzo et al. (2009) descreveram a ativacdo de genes relacionados a sintese de
lignina e de compostos fendlicos em resposta ao tratamento com indutor de resisténcia a
ferrugem em cafeeiros suscetiveis. Adicionalmente, Maia et al (2012) detectaram
aumento nos teores foliares de compostos fendlicos e lignina solGveis em folhas de
cafeeiros Catuai aos 7 dias apds inoculagdo com Colletotricum gloesporioides, agente

74



causador da antracnose. Nosso estudo mostrou que os teores de lignina em resposta aos
tratamentos foram diferentes entre as cultivares analisadas. Em concentra¢do ambiente de
COg2, os cafeeiros suscetiveis ndo tiveram alteracdo na média dos teores de lignina
enquanto que a cultivar resistente apresentou elevacdo meédia (35%) desses teores.
Quando cultivados em CO; elevado as respostas foram antagonicas. Enquanto a cultivar
suscetivel reduziu os teores de lignina (~30%) os cafeeiros resistentes tiveram elevagdo
dos teores de lignina (25%). E possivel que a reducéo observada nos cafeeiros suscetiveis

tenha ocorrido em funcao das lesdes foliares causadas pela infeccao.

Os cafeeiros cultivados nas OTCs apresentaram elevacdo dos teores de FST
associados ao acumulo de carboidratos nas folhas crescidas em CO2 ambiente porém com
maiores incrementos no tratamento com CO; atmosférico elevado. Observou-se ainda que
a cultivar Catuai, além de apresentar maior acimulo de AST e AR também acumulou
mais FST que a cultivar Obata quando cultivados em CO; elevado. Observou-se que 0s
cafeeiros Catuai e Obatd, ndo inoculados com H. vastatrix, tiveram aumento dos teores
de FST quando cultivados em CO: elevado. Quando inoculados com o patégeno, nessa
mesma concentracdo atmosférica de CO2 (elevado) os cafeeiros apresentaram respostas
diferentes: a cultivar Catuai teve reducdo nos teores de FST enquanto a cultivar Obata

obteve maiores teores de FST.

Estudos sobre a influéncia de elevadas concentracdes atmosféricas de CO2 na
interacdo H. vastatrix e Coffea sp sdo preliminares. Mendes et al. (2009) avaliaram o
efeito de concentragdes elevadas de CO> sobre agentes de biocontrole da ferrugem do
cafeeiro constatando que ndo houve alteracdo na efetividade dos antagonistas, porém,
quanto maiores as concentracdes de CO2, menores foram os periodos de laténcia da
doenca nas condicdes experimentais. Tozzi (2013) estudou o efeito do aumento da
concentracdo de CO2 sobre cafeeiros das cultivares Catuai (suscetivel a ferrugem) e Obata
(resistente) e sobre a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) em estufas de topo aberto.
A severidade da doenca foi menor no tratamento com maior concentracdo de CO; para a
cultivar Catuai, indicando diminuicdo da doenca em funcdo do aumento do CO». Para a
cultivar Obatd, o aumento do gas nédo teve efeito na doenca. Por outro lado, ambas as
cultivares apresentaram incremento no didmetro do caule e altura de plantas no tratamento

com adicdo de COx.
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Este experimento demonstrou que o cultivo em maior concentragdo atmosferica
de COz promoveu elevacGes médias dos teores de AST, amido, FST e lignina e reducédo
de todos os oligossacarideos e de AR em cafeeiros suscetiveis a ferrugem que ndo foram
inoculados com H. vastatrix. Ao serem inoculados com o patdgeno, esses cafeeiros,
entretanto, apresentaram reducdo média dos teores de AST, glucose, frutose e lignina;
elevagédo dos teores de AR e amido e ndo foram influenciados os teores de sacarose,
rafinose e estaquiose. Em relacdo aos cafeeiros resistentes a ferrugem néo inoculados com
o fungo, o cultivo em alto CO: resultou em elevacéo dos teores de todos os carboidratos,
FST e lignina, a Unica excecdo foi observada nos teores de frutose que ndo se
modificaram. Os cafeeiros resistentes inoculados apresentaram maiores teores de AST,
amido e demais agUcares solUveis,exceto sacarose que ndo foi alterada, além de elevagdes

nos teores de FST e lignina.

Conclui-se, portanto, que o cultivo em alto CO2 promove altera¢fes nos teores de
carboidratos, FST e lignina em cafeeiros. A natureza e intensidade das alteracfes ocorrem
de acordo com a suscetibilidade ou resisténcia do cafeeiro ao fungo H. vastatrix e também
de acordo com a presenca ou auséncia efetiva dos fungos nos tecidos vegetais.
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3.3 EXPERIMENTO I11: RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE CAFEEIROS
CULTIVADOS SOB DIFERENTES CONCENTRACC)ES DE CO2 EM ESTRUTURAS DO TIPO
“FREE AIR CARBON ENRICHMENT” (FACE)
3.3.1 MATERIAL E METODOS
3.3.1.1 MATERIAL VEGETAL, CONDICOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO

EXPERIMENTAL

A estrutura experimental FACE estd localizada na Embrapa Meio Ambiente,
municipio de Jaguaritina (SP) sob coordenadas geograficas 22° 42’ 21" Sul, 46° 59" 10"
Oeste, altitude 58 1m e Clima subtropical imido, de acordo com a classificagdo climatica
de Koppen-Geiger: Cfa. O delineamento experimental do FACE ¢ de seis blocos
casualizados com duas parcelas por bloco. Os tratamentos consistem em CO> ambiente
(seis parcelas) e CO; elevado (seis parcelas). Cada parcela ¢ composta por estruturas
metalicas em formato octogonal com a proximadamente 1,5 m de comprimento em cada
face poligonal. Seis octdgonos dispdem de sistema de inje¢do de gas carbdnico fornecido
a partir de um tanque central. A inje¢ao de CO; ¢ efetuada entre 7 h e 17 h com o objetivo
de manter a concentragcdo em torno de 550 ppm. Miniestagdes meterorologicas instaladas
no centro das parcelas captam as concentracdes atmosféricas do gis e enviam os dados
por sistema eletronico sem fio até a central de monitoramento e registro localizada em
um prédio separado. Quando a velocidade dos ventos fica abaixo de 0,5 m/s ou acima de
4 m/s, a inje¢do do gas ¢ bloqueada. Plantulas de Coffea arabica L. cultivares Catuai
vermelho TAC-144 e Obatd vermelho IAC-1669-20 com cinco a sete pares de folhas
foram distribuidas entre as 12 parcelas da estrutura experimental FACE e cultivadas
conforme as recomendacdes agronomicas (Fazuoli, 1998). O plantio nas parcelas foi
realizado em fevereiro de 2011 e a inje¢do de CO: iniciou-se em 25/08/2011. Em cada
parcela, os cafeeiros Catuai e Obatd foram cultivados em linhas alternadas. Cafeeiros da
cultivar Catuai vermelho IAC-144, com seis a oito pares de folhas, foram plantados fora
das parcelas em fevereiro de 2010. Detalhes adicionais da estrutura FACE estdo descritas

em Ghini et al. (2015) e podem ser visualizados na figura 20.
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Figura 20: Estrutura experimental do sistema FACE. Detalhes de uma das parcelas (a), distribuicdo e
identificacdo das parcelas (b), disposi¢ao dos cafeeiros em cada parcela (c), detalhes do tanque de CO; e
do laboratorio (d)
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3.3.1.2 TAXAS DE ASSIMILAGAO LIQUIDA DE CARBONO E EFICIENCIA INTRINSECA DO
USO DA AGUA (EITUA).

Mensalmente, a partir de novembro/2011 e por um periodo de 24 meses, foram
realizadas medidas das taxas de assimilacdo liquida de carbono (4, umol CO2 m?s™) e
condutincia estomatica (gs, mmol HO m? s!) nos cafeeiros cultivados nas parcelas do
FACE, utilizando-se um analisador de gas por infravermelho (LI-6400 XT, LI-COR Inc.,
Nebraska, USA). As medidas foram realizadas utilizando-se uma DFFF de 600 umol CO»
m? s em concentragdes controladas de CO, ajustadas no IRGA, conforme os
tratamentos de 380 ppm e 550 ppm de CO». As medi¢des foram realizadas em dias
ensolarados, preferencialmente sem nuvens, entre 8 ¢ 11 h da manha. Para as medi¢oes
mensais, foram escolhidas aleatoriamente trés plantas de cada gendtipo em quatro
parcelas, sendo duas parcelas com atmosfera ambiente (~380ppm CO-) e duas parcelas
de atmosfera enriquecida com CO> (~550 ppm). As medidas foram efetuadas em folhas
integras, totalmente expandidas do 3°/4° pares a partir do &pice de ramos plagiotrdpicos,
do terco superior das plantas, expostas ao sol. Ao todo, foram avaliadas mensalmente seis
plantas de cada cultivar por tratamento atmosférico de CO. A partir dos dados de 4 e gs

foi calculadaa a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA).

3.3.1.3 ANALISE QUANTITATIVA DE CARBOIDRATOS

Teores de carboidratos soluveis

Folhas totalmente expandidas do 3°/4° pares a partir do é&pice de ramos
plagiotropicos, do ter¢o superior da planta, expostas ao sol e de ambas as cultivares de
cafeeiros cultivados no sistema FACE, foram coletadas de trés plantas de trés parcelas
diferentes por tratamento, totalizando nove plantas amostradas por tratamento em cada
coleta. Duas das parcelas amostradas correspondem aquelas onde foram medidas as taxas
de trocas gasosas. As folhas foram acondicionadas em caixa térmica refrigerada e
encaminhadas ao laboratdrio, onde foram rapidamente lavadas em agua destilada, secas
em papel absorvente, maceradas em nitrogénio liquido, armazenadas em freezer (-20°C)
sendo posteriormente liofilizadas. As coletas foram efetuadas mensalmente nos
quadrimestres maio/junho/julho/agosto (estagdo seca) e
outubro/novembro/dezembro/janeiro (estacdo chuvosa) de 2012/2013 e de 2013/2014,
totalizando duas estacdes secas e duas estacdoes chuvosas. Cada amostra biologica

composta foi analisada quanto aos teores de agucares soltuveis totais (AST), agucares
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redutores (AR) e amido, de acordo com as metodologias descritas no item 3.1.1.4. Cada

tipo de andlise foi conduzido em triplicata técnica.

Teores de carboidratos soluveis por cromatografia liquida de troca anidnica de

alta resolucdo (HPAEC/PAD)

A andlise qualitativa dos carboidratos soluveis, glucose, frutose, sacarose, rafinose
e estaquiose foi realizada nas amostras de folhas de cafeeiros obtidas conforme a
descri¢do no item acima. Os procedimentos analiticos foram os mesmos descritos no item
3.1.1.4. As andlises foram realizadas em triplicata técnica. Os resultados foram expressos

emmg g MS .

3.3.1.4 TEORES DE FENOLICOS SOLUVEIS TOTAIS

Foram determinados os teores de compostos fendlicos soluveis totais em folhas
de cafeeiros, obtidas conforme descrito no item 3.3.1.3, em duas estagdes secas e duas
estagdes chuvosas. A metodologia utilizada foi descrita no item 3.1.1.5. Foram analisadas
oito amostras compostas por cultivar por tratamento atmosférico para cada estacao (n=24).
As analises foram realizadas em triplicata técnica. Os teores foram expressos em mg

equivalantes de 4cido tanico g MS .

3.3.1.5 TEORES DE LIGNINA

Os teores de lignina foram determinados em amostras de folhas de cafeeiros,
obtidas conforme a descri¢do no item 3.3.1.3 em duas estacOes secas e duas estacdes
chuvosas. Neste caso, as amostras analisadas foram coletadas nos bimestres junho/julho
e dezembro/janeiro de 2012/2013 e de 2013/2014. As andlises foram efetuadas conforme
metodologia descrita no item 3.2.1.5. Foram analisadas quatro amostras compostas por
cultivar por tratamento atmosférico para cada estacdo. As analises foram realizadas em
triplicata técnica. Os teores de lignina foram expressos em mg g MS 1, sendo utilizada
como padréo Lignin,alkali, 2-hydroxypropyl ether (Sigma-Aldrich ®).
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3.3.1.6 TEORES DE CARBONO (C) E NITROGENIO (N), RAZA0O C/N, DISCRIMINAGCAO
ISOTOPICA DO CARBONO (A'3C) E RAZAO PI/PA

Nos mesmos dias em que foram realizadas as medigdes de trocas gasosas de
descritas no item 3.3.1.2, foram coletadas folhas em expanséo (1° par) e folhas totalmente
expandidas (3°/4° par) para determinacdo dos teores e das composi¢cOes isotopicas de
carbono (C) e de nitrogénio (N). As folhas coletadas foram secas a 60°C em estufa com
circulacdo forcada de ar até peso constante, moidas a p6 fino em moinho de bolas e
enviadas ao Laboratério de Ecologia Isotopica do CENA/ESALQ/USP, onde foram
analisadas conforme metodologia descrita no item 3.1.1.6. Foram analisadas duas
amostras compostas por genotipo e por tratamento. As analises foram conduzidas em
duplicata técnica. Os teores de C e N foram expressos em (%), a composicéo de is6topos
de C e N foi expressa em (%o) ¢ a discriminagdo isotopica do carbono foi expressa em

(%o).

3.3.1.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores (cultivar
X tratamento com CO>) e, quando pertinente, as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey (P<0,05). As analises foram efetuadas com auxilio do software R.

3.3.2 RESULTADOS

As miniestacbes meteoroldgicas instaladas no FACE passaram por ajustes
técnicos durante o periodo de coletas, consequentemente, neste trabalho, optou-se pela
utilizacdo dos dados disponibilizados pelo sistema CIIAGRO online (http://www.
ciiagro.sp. gov. br). A figura 21 apresenta as médias de temperaturas méxima e minima e
a precipitacdo acumulada mensal no periodo entre outubro/2011 e janeiro de 2014 na
cidade de Jaguaritna (CIIAGRO on line, 2014). Os quadrimestres escolhidos para coletas
de folhas de cafeeiros cultivados no FACE se caracterizaram, entre 0s meses de maio e
agosto, por baixas temperaturas médias (x 18°C) e baixas médias pluviométricas (5—
10mm), enquanto que entre outubro e janeiro as temperaturas médias foram mais elevadas
(x 26°C), assim como as médias pluviométricas (10-50mm). As concentragdes de CO>
nas parcelas ficaram proximas a concentracao alvo (550 ppm) conforme apresentado por
Ghini et al. (2015).
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Figura 21: Valores médios mensais de temperaturas maxima e minima e total acumulado
mensal de precipitagdo (mm) no periodo de novembro de 2011 a janeiro de 2014 na cidade de
Jaguariuna (SP).

Taxas de trocas gasosas

As taxas de assimilagdo liquida de carbono (A4) nos cafeeiros cultivados no FACE
variaram entre as cultivares e tratamentos ao longo do periodo observado (Figura 22).
Houve tendéncia de elevagao dos valores de 4 em todos os cafeeiros cultivados em CO;
elevado, no entanto, diferengas significativas entre os tratamentos atmosféricos
ocorreram poucas vezes sendo mais frequentes na cultivar Obata. Os valores de A
variaram entre 2,5 ¢ 12 pumol CO> m™ s para os cafeeiros cultivados sob CO> elevado e
entre 2 e 8 umol CO> m™ s™! medidos nos cafeeiros sob CO> ambiente. Os menores valores
médios de 4 medidos nos cafeeiros Obata foram 1,9 pmol CO> m? s sob CO, ambiente
e 2,5 umol CO2 m™ 57! sob CO; elevado, ambos medidos em setembro/2012. Os maiores
valores de A foram 8,8 umol CO> m™ s™! sob CO, ambiente e 12,4 pmol CO, m™? s em
elevado CO»>, medidos em outubro/2013 e dezembro de 2011, respectivamente. Os
menores valores médios de 4 medidos nos cafeeiros Catuai foram 2,7 pmol CO> m™ s™!
sob CO, ambiente e 2,9 pmol CO, m™? s™! sob CO; elevado, medidos em agosto/2013 e
setembro/2012, respectivamente, sendo que os maiores valores de 4 nessa cultivar foram
8,4 umol CO2 m? s7! sob CO, ambiente (outubro/2013) e 11,4 pmol CO> m? s em
elevado CO: (dezembro/2011).

Tanto em condi¢gdes de CO2 ambiente quanto de CO; elevado, o padrao sazonal
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da fotossintese de cafeeiros foi mantido. Foram observadas altas taxas no periodo quente
e umido e reducdo da fotossintese na época seca e fria. Conforme observado na Figura
22, os menores valores de A coincidiram com menores valores médios de temperatura, as
quais, na regido onde esta instalado o FACE, coincidiram com o periodo de redugdo de
chuvas. Excecdes foram observadas, por exemplo, no més de julho/2012, quando a
assimilagdo fotossintética de carbono pelos cafeeiros foi favorecida por elevagao atipica
da temperatura média, a despeito da taxa de pluviosidade registrada naquele periodo ter

sido nula (Figura 21).

Os valores de condutancia estomatica (gs) apresentaram tendéncia de diminuigao
no tratamento com CO; elevado, sendo que diferencgas significativas entre os tratamentos
ocorreram poucas vezes e com mais frequéncia nos cafeeiros Obata (Figura 23). De forma
geral, foram observadas diminui¢des considerdveis nos valores de gs nos cafeeiros
cultivados sob elevado CO> (43% em Catuai e 77% em Obatd). Nos cafeeiros
cultivados em CO, ambiente, os valores de gs oscilaram entre o minimo de 8,0 + 7,1
(fev/2012) e o maximo de 179,4 £ 55,1(out/2012) na cultivar Catuai e entre 14,5 = 4,9
(fev/12) e 190,7 + 39,8 (out/2012) na cultivar Obatd. Nos cafeeiros cultivados em
atmosfera enriquecida com CO: os valores variaram entre 15,6 + 10,3 (fev/12) e 163,0 £

32,3 (out/12) na cultivar Catuai e entre 19,9+ 8,4 (set/12) e 159,7+ 118,1 (jun/13).

Os valores de eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) dos cafeeiros cultivados
em CO; ambiente oscilaram entre 0,03 = 0,0 ¢ 0,14 + 0,05 na cultivar Catuai ¢ entre 0,03
+ 0,02 ¢ 0,17 = 0,10 na cultivar Obata (Figura 24). Os maiores valores foram observados
com maior freqiiéncia nos meses da estacdo seca. Nos cafeeiros cultivados em CO:
elevado, os valores de EIUA oscilaram entre 0,06 + 0,01 € 0,23 + 0,05 na cultivar Catuai
e entre 0,04 £ 0,02 ¢ 0,17 £ 0,03 na cultivar Obata ¢ mostraram tendenéncia de serem
maiores que os valores observados para cafeeiros cultivados em COz ambiente,

especialmente nos meses da estacao seca, com excecdes na estagdo chuvosa de 2012/2013.
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Figura 22: Taxas de assimilacdo liquida de carbono (A) em Coffea arabica cultivados em diferentes concentracdes atmosféricas de CO, em
sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho IAC-144: CO, ambiente () e CO- elevado (@ ); Cultivar Obatd vermelho 1AC-1669-20: CO;
ambiente (] ) e CO; elevado (). Medidas mensais de novembro de 2011 a janeiro de 2014. Cada ponto corresponde a média + desvio
padrdo de seis plantas (n=6). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 23: Condutancia estomética ao vapor de agua (gs) em Coffea arabica cultivados em diferentes concentragdes atmosféricas de CO, em
sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho IAC-144: CO, ambiente (Q) e CO; elevado (@ ); Cultivar Obata vermelho IAC-1669-20: CO,
ambiente ([7J) e CO; elevado (). Medidas mensais de novembro de 2011 a janeiro de 2014. Cada ponto corresponde a média + desvio padréo
de seis plantas (n=6). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 24: Eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) em Coffea arabica cultivados em diferentes concentra¢des atmosféricas de CO, em
sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho IAC-144: CO, ambiente (O) e CO; elevado (@); Cultivar Obata vermelho IAC-1669-20: CO,
ambiente ([ ]) e CO; elevado (Il ). Medidas mensais de novembro de 2011 a janeiro de 2014. Cada ponto corresponde & média + desvio
padrdo de seis plantas (n=6). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Andlise dos teores de carboidratos

Nas duas cultivares de cafeeiro estudadas, os AST representaram de 6 a 15 % do peso seco
das folhas, com maior acimulo na estacdo seca nos dois periodos estudados (Figura 25A,). Nos
cafeeiros Catuai, o tratamento com CO- elevado resultou em uma tendéncia de elevagdo dos teores
de AST (Figura 25A). Os cafeeiros Obata também apresentaram tendéncia geral de elevacdo dos
teores de AST em CO- elevado, porém com alteragdo significativa observada apenas em jan/14
(Figura 25B). Comparando-se as esta¢Oes secas e chuvosas, foi observado que as duas cultivares
seguiram, na maior parte do tempo, 0 mesmo padréo de oscilacdo de AST e que essas oscilaches

ocorrem em ambas as esta¢des climaticas

Os acucares redutores (AR) perfizerem de 3 a 13% do peso seco de folhas nos cafeeiros
Catuai e Obata (Figura 25 C, D) ao longo do periodo estudado, o que indica que grande parte dos
AST quantificados nas folhas sdo representados por AR. Esses agUcares mostraram tendéncia
geral de elevacdo em todos os tratamentos ao longo do periodo analisado (Figura 25 C, D). Por
exemplo, na estacdo chuvosa de 2013 os teores quantificados foram maiores que aqueles da
estacdo chuvosa anterior. O mesmo foi observado na 22 estacdo seca em relacdo a 12 Foi
observado ainda que, na primeira estacdo chuvosa, praticamente ndo houve diferengas entre 0s
teores de AR nos diferentes tratamentos em todos os cafeeiros analisados. Nos cafeeiros Catuali,
diferencas significativas entre CO, ambiente e CO, elevado foram observadas nos meses de
outubro, novembro e dezembro de 2013, enquanto que na cultivar Obaté tais diferencas ocorreram

em ago/12; jun/13; nov/13 e jan/14.

Os teores de amido, que representaram até 3% do peso seco das folhas, foram
expressivamente maiores (entre quatro e seis vezes) nas estacdes secas em todos 0s tratamentos
(Figura 25 E,F). De maneira predominante, o cultivo em CO; elevado estimulou o acimulo de
amido em ambas as cultivares, no entanto, na cultivar Catuai, a influéncia do elevado CO;
atmosférico foi perceptivel na 22 estacéo seca. Os cafeeiros Obatd, por sua vez, responderam aos
tratamentos atmosféricos desde o primeiro més de avaliagdo e de forma geral houve maior
acumulo de amido em CO. elevado nas esta¢Bes secas. Uma Unica exce¢do ocorreu no més de
janeiro/2013 quando os teores de amido foram maiores em CO; elevado, 0 que ndo ocorreu em

nenhum outro més de estagdo chuvosa.

Sacarose, seguida de glucose e frutose foram os principais agtcares sollveis encontrados
em folhas das duas cultivares de café. Os oligossacarideos da série da rafinose, rafinose e
estaquiose, foram encontrados em proporgdes bem menores (Figura 26). Conforme indicado na

figura 26 (A, B), os teores de glucose foram pouco influenciados pelo tratamento com CO;
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Figura 25: Teores de acUcares solUveis totais (A,B), aglcares redutores (C,D) e amido (E,F) de

folhas de C. arabica determinados em duas esta¢fes frias (maio a agosto de 2012 e 2013) e duas
estagdes quentes (outubro a janeiro de 2012/13 e 2013/14) e cultivados sob diferentes
concentragdes atmosféricas de CO, em FACE. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de
trés amostras (n=3). Cultivar Catuai vermelho: CO, ambiente (O ) e CO; elevado (@ ); Cultivar
Obaté vermelho: CO, ambiente ((J) e CO- elevado (M). Asteriscos indicam diferenca significativa
entre os tratamentos (Teste de Tukey, P<0,05).
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elevado, tendo sido observadas apenas uma alterac&o significativa nos cafeeiros Catuai (jan/13)
e trés alteragdes significativas nos cafeeiros Obatd (jun/12; dez/12; jun/13).0 cultivo em CO;
elevado resultou em algumas alterages significativas, tanto redugdes quanto aumentos nos teores
foliares de frutose, que foram observados nas duas cultivares e em estacGes secas e estacGes
chuvosas (Figura 26 C,D).

Cafeeiros cultivados em CO, ambiente praticamente ndo apresentaram alteracdes
sazonais nos teores de sacarose (Figura 26 E,F). No cultivo em CO. elevado, no entanto, foram
observados aumentos desses teores nas estagdes chuvosas e diminuicdo nas estagdes secas no em
cafeeiros cultivar Catuai. Esse efeito também foi observado nos cafeeiros Obatd. Foram
observadas reducdes (jun/12 e ago/13) na cultivar Catuai e elevagBes na cultivar Obatéd (junho,
outubro e dezembro de 2012 emaio/2013).

Os teores de rafinose apresentaram alteracbes em ambos os cafeeiros em cultivo em CO;
elevado, com maiores aumentos observados nas estacfes secas (Figura 26 G,H). Apesar de serem
muito baixos e até mesmo nulos, os teores de estaquiose apresentaram diferencas entre cafeeiros

Catuai e Obata cultivados em CO, elevado em todas as esta¢oes (Figura 26 1,J).
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Figura 26: Teores de glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose de folhas de Coffea arabica
determinados em duas estacfes frias (maio a agosto de 2012 e 2013) e duas estagdes quentes
(outubro a janeiro de 2012/13 e 2013/14) e cultivados sob diferentes concentragdes atmosféricas
de CO, em FACE. Cada ponto representa a média + desvio padréo de trés amostras (n=3). Cultivar
Catuai vermelho: CO, ambiente (O) e CO; elevado (@); Cultivar Obata vermelho: CO, ambiente
(CD) e CO; elevado (). Asteriscos indicam diferenga significativa entre os tratamentos (Teste
de Tukey, P < 0,05).
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Analise dos teores de fendlicos sollveis e de ligninas

Os cafeeiros cultivados em elevado CO: apresentaram poucas alteragdes
significativas nos teores foliares de FST ao longo do periodo analisado (Figura 27 A,B).
Os cafeeiros Catuai tiveram uma elevacdo (mai/12) e duas reducdes (jul/13 e dez/13)
nesses teores enquanto que os cafeeiros Obata tiveram duas reducdes (out/12 e jan/13) e
trés elevacOes (mai/13; jun/13 e jul/13) teores de FST apresentaram. Observou-se uma
tendéncia de influéncia positiva do CO> elevado no acimulo de FST nas folhas da cultivar

Obatd enquanto que na cultivar Catuai essa tendéncia foi negativa.

Os teores de lignina foram reduzidos na cultivar Catuai nos meses jun/12 e ago/12
e aumentaram em jan/13 em funcdo do tratamento com alto CO> (Figura 27 C). Nos
cafeeiros Obaté foram observadas redugdes (jun/12 e ago/12) e elevagéo (jul/12) (Figura
27 D).
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Figura 27: Teores de fenolicos sollveis totais e de lignina determinados em folhas de C. arabica
cv. Catuai vermelho (A,C) e cv. Obata vermelho (B,D) cultivados em CO, ambiente (380 ppm) e
CO; elevado (550 ppm) em FACE e avaliados em duas estacdes secas e duas estacbes chuvosas.
Cada ponto representa a média + desvio padrdo de trés amostras (n=3). Asteriscos indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Analise dos teores de Carbono (C) e Nitrogénio (N), Razao C/N, discriminacéo

isotopica do carbono (A'3C) e razdo pi/pa.

A composicao isotépica e os teores de carbono (C) e nitrogénio (N) foram
analisados, em folhas em expansdo (FE) e folhas totalmente expandidas (FTE) de
cafeeiros Catuai e Obata cultivados em FACE sob duas concentragcdes atmosféricas de
CO:a. Os teores foram analisados no periodo de marco de 2012 a janeiro de 2014.

Os teores de 8°N, N, C e razdes C/N determinados em folhas em expanséo, podem
ser visualizados na figura 28. Os cafeeiros Catuai e Obata cultivados em atmosfera
enriquecida com CO;, os valores médios de 8°N apresentaram algumas alteracdes
significativas tanto de elevacdo quanto de reducdo dos teores que ocorreram tanto em
meses de estacdo seca quanto de estacdo chuvosa. Os teores de N apresentaram mais
oscilagBes na cv. Catuai com poucas alteracdes significativas, tanto de reducdo quanto de
elevacdo dos teores nas duas cultivares. Os teores de C variaram em ambas as cultivares
e apresentaram tanto aumentos como redugées. As razées C/N aumentaram ou reduziram
conforme o més analisado, essas alteragdes ocorreram com maior frequéncia na cultivar
Catuai. Os valores de 5'3C, A*C e pi/pa foram significativamente alterados pelo cultivo
em elevado CO. em todos os cafeeiros (Figura 29). Houve diminuigdo dos valores de

d13C, enquanto os valores de AT*C e pi/pa aumentaram.

As folhas totalmente expandidas dos cafeeiros cultivados em atmosfera enriquecida
com CO> apresentaram alteragdes significativas em ambas as cultivares, porém essas
alteragBes foram pontuais e aumentaram ou diminuiram conforme o més analisado
(Figura 30). Os valores de 83C, A3C e pi/pa foram significativamente alterados nessas
folhas pelo cultivo em elevado CO2 em todos os cafeeiros. Os valores de §*3C diminuiram

e os valores de A'®C e pi/pa aumentaram (Figura 31).
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Figura 28: Composi¢do isotopica de nitrogénio (8*° N); teores de nitrogénio (N), de carbono
(C) e razdo C/N de folhas em expansdo de C. arabica cultivados sob duas concentracfes
atmosféricas de CO, (380 e 550 ppm) no sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho IAC-144
CO; ambiente (O) e CO; elevado (@), cultivar Obata-vermelho IAC-1669-20 CO, ambiente
(OJ) e CO; elevado (@ )- Cada ponto representa a média + desvio padrdo de duas amostras
(n=2). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos atmosféricos (Teste de
Tukey, P < 0,05).
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Figura 29: Composicdo isotdpica de carbono (8*3C), discriminacéo isotopica do carbono (A*C) e
razao entre a pressao interna e a pressdo atmosférica de CO- (pi/pa) de folhas em expansdo de
Coffea arabica cultivados sob duas concentracdes atmosféricas de CO; (380 e 550 ppm) no
sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho IAC-144 CO, ambiente (O ) e CO- elevado (@), cultivar
Obata-vermelho I1AC-1669-20 CO, ambiente (1) e CO; elevado (). Cada ponto representa a
média * desvio padrdo de duas amostras (n=2). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os
tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 30: Composigao isotopica de nitrogénio (5'° N); teores de nitrogénio (N), de carbono (C)
e razdo C/N de folhas totalmente expandidas de Coffea arabica cultivados sob duas
concentragdes atmosféricas de CO; (380 e 550 ppm) no sistema FACE. Cultivar Catuai vermelho
IAC-144 CO, ambiente (O) e CO; elevado ( @ ), cultivar Obaté-vermelho IAC-1669-20 CO;
ambiente (|:|) e CO; elevado (). Cada ponto representa a média *+ desvio padrdo de duas
amostras (n=2). Asteriscos indicam diferenca significativa entre os tratamentos atmosféricos
(Teste de Tukey, P < 0,05).

95



Figura 31: Composicdo isotdpica de carbono (8*3C), discriminacéo isotopica do carbono (A"C)
e razdo entre a pressdo interna e a pressdo atmosférica de CO; (pi/pa) de folhas totalmente
expandidas de Coffea arabica cultivados sob duas concentracdes atmosféricas de CO, (380 e 550
ppm) no sistema FACE.  Cultivar Catuai vermelho IAC-144 CO, ambiente (O) e CO; elevado
(@), cultivar Obat-vermelho IAC-1669-20 CO, ambiente (|:|) e CO; elevado (). Cada ponto
representa a média + desvio padrdo de duas amostras (n=2). Asteriscos indicam diferenca
significativa entre os tratamentos atmosféricos (Teste de Tukey, P < 0,05).
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3.3.3 DiscussAo

Estudos sobre o efeito de elevadas concentracdes de CO2 em espécies vegetais
indicaram aumento nas taxas de fotossintese liquida, a despeito da aclimatacdo da
Rubisco, especialmente em espécie cultivadas com via fotossintética do tipo C3 (Kimball
etal., 2002; Leakey et al., 2009; Long et al., 2004; Ainsworth & Rogers, 2007; Rosenthal
etal., 2012; Wang et al., 2012; Talhelm et al., 2014). Neste experimento, os valores de A
observados nos cafeeiros cultivados em FACE apresentaram de forma predominante uma
tendéncia de elevacdo uma vez que as taxas de assimilacdo de carbono na cultivar Catuai
chegaram a ser 122% superiores (mai/2013) e até 100% maiores na cultivar Obata
(set/2013) no cultivo em elevado CO; atmosférico. Nesse tratamento, 0 aumento médio
das taxas fotossintéticas no periodo observado, foram de 32% nos cafeeiros Catuai e de
37% na cv.Obatd sob CO; elevado. Observou-se que os maiores valores de A sob
atmosfera com CO> elevado foram medidos em meses tipicamente caracterizados por
altas irradiancias, alta demanda evaporativa do ar atmosférico e temperaturas medias
entre 20°C e 22°C que é a faixa Otima de crescimento do cafeeiro. Em condicOes
atmosféricas de CO2, nos meses de baixas temperaturas, o cafeeiro exibe menores taxas
de fotossintese (DaMatta et al.,1997; Silva et al., 2004) padréo esse que se manteve nos
cafeeiros cultivados em alto CO> de acordo com este estudo.

Em todo 0 caso, mesmo as taxas maximas de A observadas (~13 pmol m? s?)
foram muito inferiores & capacidade fotossintética potencial do cafeeiro (30-40 pmol m
s'l; DaMatta et al., 2007), o que tem sido explicado por uma baixa condutancia mesofilica
dessa espécie (Araujo et al., 2008).

Neste experimento, os valores de gs nem sempre foram elevados, variando entre
80 -100 mmol H20.m?2.s? (considerados altos para o cafeeiro) e ao redor de 30 mmol
H,0.m2.s? (considerados baixos). De forma geral os valores de gs reduziram entre 50%
e 75% nos cafeeiros Catuai e Obatd, respectivamente, cultivados em CO- elevado. Ao
analisarmos as variag0es de gs nos dois anos de cultivo anvaliados neste estudo (Figura
21) verificamos baixos valores de gs associados a baixas taxas de fotossintese nos meses
de inverno, ao passo que 0s maiores valores de gs, em ambas as cultivares, ocorreram nos
meses de setembro e outubro nos quais as temperaturas estdo em elevagédo. As reducoes
nos valores de gs estdo de acordo com estudos de espécies C3 cultivadas em FACE sob
elevado CO» (Kimball et al., 2002; Leakey et al., 2009).
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Decréscimos em A e gs, ao longo do dia, principalmente em dias ensolarados,
podem estar relacionados a muitos fatores, tais como: excesso de irradiancia, o qual pode
causar fotoinibicdo da fotossintese (DaMatta, 2004); alta temperatura foliar e aumentos
em no déficit de pressdo de vapor entre o interior e o exterior da folha acarretando
reducdes em gs e limitando o fluxo de CO> para a cAmara subestomatica (Ronquim et al.,
2006). Salienta-se que é fato bem estabelecido que o estdmato do cafeeiro ardbico exibe
alta sensibilidade a a demanda evaporativa da atmosfera (Fanjul et al., 1985; Barros et
al., 1997; Ronquim et al., 2006; Chaves et al., 2008; DaMatta et al., 2008) o que impde
forte restri¢do as trocas gasosas na espécie. Em vérias regides cafeicultoras, essa limitacéo
ocorre associada a altas temperaturas diurnas e irradidncias e baixas temperaturas
noturnas (DaMatta, 2004) que sdo caracteristicas climaticas de inverno no local onde esta
instalado o FACE.

Outro efeito amplamente reportado na literatura promovido pelo cultivo em
elevadas concentracbes atmosféricas de CO. é o aumento de EIUA resultante da
manutencdo ou diminuicdo de gs (Kimball et al., 2002; Leakey et al., 2009;) e da elevacao
em paralelo das taxas fotossintéticas. Neste trabalho, os valores de EIUA apresentaram
aumentos de até 225% e 98% na cultivar Catuai e Obatd respectivamente. Em relacdo ao
periodo observado houve aumento médio de EIUA nos cafeeiros Catuai (46%) e Obatd
(32%) cultivados em CO: elevado. O aumento das taxas assimilatorias de CO foram
determinantes para a elevacdo de EIUA uma vez que os valores de gs demonstraram

menores alteracdes.

Alguns trabalhos recentes foram publicados sobre efeitos de elevado CO:»
atmosférico em cafeeiros. Ramalho et al. (2013) por exemplo verificaram tendéncia de
elevacdo entre 34% e 49% nas taxas fotossintéticas de cafeeiros de diferentes gendtipos,
cultivados em condic@es controladas sob atmosfera com 700 pmol CO2 L. Os autores
reportaram ainda reducdes de gs, entre 4% e 28%, e aumentos nos valores de EIUA de
56% e 112%. Adicionalmente, Ghini et al. (2015) verificaram em cafeeiros cultivados
em FACE auséncia de efeito significativo do enriquecimento atmosférico com CO2 nos
valores de A embora tenham observado maiores taxas fotossintéticas em duas das quatro

medidas realizadas (Curvas A x Ci) ao longo do dia nas duas cultivares (Catuai e Obata).

Os autores verificaram também, em ambas as cultivares, alteragdes

negligencidveis nos valores de gs que associadas as elevagdes de A resultaram em
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aumentos significativos dos valores de EIUA (60% em média) no tratamento com alto
COo, independente da cultivar e do horario de avaliacdo. Nosso estudo corrobora 0s

efeitos observados nos estudos citados.

De acordo com nossos resultados nao foi observado um padréo claro de elevacgéo
dos teores foliares de carboidratos em folhas de cafeeiros cultivados em CO; elevado no
sistema FACE. De acordo com Long et al. (2004), o aumento dos teores de carboidratos
em folhas cultivadas em CO- elevado, ocorre devido as maiores taxas assimilatdrias de
carbono, no entanto, a manutencao desses teores dependera da capacidade de aumentar a
relacdo fonte-dreno o que é amplamente possivel no cultivo em FACE ao contrario do
que foi observado no 1° experimento deste trabalho, realizado em OTCs, no qual foi
observado acumulo de carboidratos nas folhas associado a reducdo nas taxas

fotossintéticas.

Walter et al (2005) observaram diversas variagdes nos pools diurnos de
carboidratos em folhas maduras de Populus deltoides em resposta ao elevado CO;
atmosférico: houve reducdo dos niveis de glucose e frutose; elevacdo dos teores de
sacarose e aumento dos teores de amido. Zhao et al. (2012) verificaram que aumento dos
teores de sacarose, frutose e amido em folhas de Populus cathayana cultivada em alto
CO2 (~700ppm). Nem sempre o aumento dos teores de carboidratos é observado no
cultivo em elevado COz. Por exemplo, Arenque et al. (2014) verificaram redugdes nos
teores de glucose, frutose, sacarose e elevacdes nos teores de amido em folhas de Senna
reticulata cultivada em CO- elevado (760 ppm). O trabalho realizado por Ramalho et al.
(2013) indicou alteracbes ndo significativas nos niveis de diversos sacarideos, amido e
acucares sollveis totais em folhas de cafeeiros cultivados em atmosfera enriquecida com
CO», havendo tendéncias de aumentos e reducdes conforme o genétipo do cafeeiro. Os
autores atribuiram esses resultados a auséncia de limitacdes ao desenvolvimento dos

tecidos dreno.

Este estudo evidenciou tendéncias de elevacdo dos teores foliares de
carboidratos ndo estruturais, associadas as elevacfes pontuais desses teores observadas
nas duas cultivares de cafeeiros cultivados em elevado CO> atmosférico em FACE. A
auséncia de aumentos significativos nos niveis foliares de carboidratos de cafeeiros
cultivados no FACE provavelmente ocorreram em funcdo da plena manutencéao da forca

dreno que resultou em maiores taxas de crescimento em altura (cm/més) e em diametro
99



do caule (mm/més) detectadas por Ghini et al. (2015) nas duas cultivares, entre fevereiro
de 2013 e janeiro de 2014, periodo que coincide parcialmente com aquele no qual foram

quantificados os teores de carboidratos apresentados neste trabalho.

Os cafeeiros cultivados em alto CO2 no FACE tiveram poucas alteracdes
significativas nos teores de compostos fendlicos e de lignina que aumentaram ou
diminuiram conforme o més de coleta. Essas alteracfes foram mais frequentes na cultivar
Obatd. McElrone et al. (2010) estudaram efeitos de elevadas concentracdes atmosféricas
de CO2 em espécies arboreas e verificaram ndo terem ocorrido alteragGes significativas
nos teores foliares de fendlicos apds varios anos de avaliacdes. Por sua vez, Novriyanti et
al. (2012) verificaram que o cultivo em CO- elevado causou alteragdes significativas em
teores de fenolicos soluveis totais em folhas de diferentes espécies de Eucalyptus sp.,

porém, os efeitos estiveram relacionados a concentracao de nitrogénio. .

Diversos estudos relatam auséncia de interferéncia de elevado CO2 nos teores de
lignina como, por exemplo, o estudo realizado por Matros et al. (2006) com folhas de
Nicotiana tabaccum. Também foi verificado nesse mesmo estudo que ndo houve
influéncia nos teores foliares de lignina. Rezende et al. (2014) verificaram elevacGes nos
teores de taninos e ndo houve alteracdes nos teores de lignina em folhas de Psidium

guajava cultivada em CO. elevado (720 ppm).

Os compostos fenolicos e ligninas pertencem a uma classe de moléculas com
inimeras funcbes celulares, tais como estrutural e defesa contra estresses bioticos e
abidticos (Dixon & Paiva, 1995). Contudo alteracbes no conteldo de substancias
fendlicas afetam diretamente a interacdo da planta com o ambiente no qual ela esta
inserida assim como a quantidade de lignina presente nos tecidos pode variar com
diferentes tipos de estresse. Estudos com estresse por alta luminosidade e altas
temperaturas apontam para um aumento desses compostos enquanto que, estudos com

estresse hidrico mostraram reducéo dos mesmos (Moura et al., 2010).

E possivel que a variagio na concentragdo atmosférica de CO,, associada a outros
fatores tais como, a ocorréncia de pragas e doencas, tenham influenciado as modificacfes
observadas nos teores desses compostos ao longo deste estudo. Essa hipotese é bastante

plausivel uma vez que o estudo realizado por Ghini et al. (2015) indicou a ocorréncia de
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predadores e microorganismos nas folhas dos cafeeiros em grande parte do periodo

avaliado em nosso estudo.

Diferente do observado nos experimentos em OTCs, onde condi¢bes ambientais
incluem concentragdes de CO2 maiores (760 ppm) e as plantas estdo em estagio inicial de
crescimento, no FACE (550 ppm), o efeito do cultivo em CO; elevado nos teores foliares
de C, N e 6N e razdo C/N foi pouco significativo uma vez que ocorreram apenas
alteracdes pontuais, tanto no sentido de reducdo quanto de elevacdo dos teores e
aparentemente nao estiveram relacionados a padrdes de variacdes climaticas quando
comparados 0s meses de estacdo seca ou de estacdo chuvosa nas duas cultivares. As
variagdes observadas nos valores de 5°N acompanharam em sentido oposto as variacoes
dos teores de nitrogénio indicando que a maior disponibilidade de N foliar est4 associada

a menor discriminagéo do isétopo °N.

Ainda que diversos estudos tenham apontado diminui¢do dos teores de N em
diversas espécies C3 principalmente em funcao de diluicdo do N pelo aumento da area
foliar (Kimball et al., 2002; Wang et al., 2012), esse efeito ndo foi confirmado nos
cafeeiros cultivados em FACE. Segundo a literatura a respeito de plantas cultivadas em
estruturas do tipo FACE, o efeito nos teores de carbono em geral sdo positivos e resultam
em maior crescimento e produtividade da planta enquanto que alteracdes nos teores de
nitrogénio podem ou ndo ocorrer conforme a espécie considerada, de acordo com o tempo
de cultivo além da influéncia de outros fatores como disponibilidade hidrica e elevadas
temperaturas (Kimball et al., 2002; Long et al., 2006; Leakey et al., 2009; Castro et al.,
2009; McElrone et al., 2010; Rosenthal et al., 2012; Novriyant et al., 2012; Manea et al.,
2014).

O aumento da concentracdo atmosférica de CO2 no FACE propiciou uma clara
diluicdo isotopica de *C, de modo que os valores de &'3C apresentaram redugdes
significativas nas folhas dos cafeeiros cultivados em CO: elevado. De acordo com
Farquhar (1989) valores mais negativos de 6*3C podem ser decorrentes de altos valores
de gs ou de menores valores de A. Nos cafeeiros cultivados em FACE analisados neste
estudo raramente foram observadas redugdes de A mas oscilagdes positivas e negativas
de gs foram recorrentes. Por outro lado, ainda de acordo com 0 mesmo autor e que vem
ao encontro dosnossos resultados, os valores de 5!3C estdo correlacionados negativamente

a razdo cilca (CO2 intercelular/CO2 atmosférico) que por sua vez equivale a razédo pi/pa
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expressa em outra unidade de medida. Em plantas C3 os valores de 6**C da biomassa
vegetal séo bons indicadores de ci em intervalos de tempo maiores que aqueles obtidos
pela medida instantanea de trocas gasosas. O valor de c; reflete a relacdo entre gse A e
consequentemente fornece informacdo sobre a eficiéncia instantanea do uso da agua
(EIUA). Se c; é alta entdo gs € menor em relacdo a A e hd maior discriminacao do isétopo
13C pela Rubisco, logo AC é direta e positivamente correlacionado a ci. Seguindo este
raciocinio, nos cafeeiros cultivados no sistema FACE, os valores de $3C foram mais
negativos em relacdo a A em CO- elevado refletindo, portanto, menores valores de gs em
relacdo a A o que foi reforgado pela tendéncia de maiores valores de A e de menores
valores de gs medidos nos cafeeiros assim como nos maiores valores de EIUA calculados
para os cafeeiros cultivados no FACE. Adicionalmente, os valores mais positivos de A*C
e das razdes pi/pa foram coerentes com as premissas tedricas supra citadas para plantas
C3 em resposta a maior concentracdo atmosférica de CO,. Uma vez que as medidas
instantaneas de gs nem sempre refletiram a influéncia positiva da maior razéo pi/pa nas
taxas fotossintéticas de cafeeiros cultivados em CO; elevado, conclui-se que os valores
de 83C, A3C e pi/pa descreveram com credibilidade os efeitos positivos do aumento

atmosférico de CO2 em A.

Recentemente foram publicados os primeiros resultados do efeito do cultivo em
elevado CO; nos cafeeiros cultivados em FACE. Ghini et al. (2015) observaram tendéncia
de elevacdo das taxas fotossintéticas que contribuiram significativamente para o aumento
dos valores de EIUA o que corrobora nossos resultados. Os autores observaram reducéo
dos teores foliares de nitrogénio na cultivar Obatd, porém esse resultado se referiu a uma
coleta realizada em janeiro de 2013. Nossos resultados, portanto, s&o mais representativos
dos efeitos de atmosfera enriquecida com CO em cafeeiros cultivados no sistema FACE.

Ainda que nossos resultados tenham indicado algumas alteracGes significativas
ocorridas em alguns meses do periodo avaliado, de forma geral, eles reforcam a hipétese
de que a concentragdo atmosférica de CO- aplicada nos cafeeiros cultivados no sistema
FACE néo influenciou significativamente os parametros de acimulo de carboidratos, de
fenolicos soluveis totais, de lignina, de nitrogénio e de carbono em folhas das duas
cultivares de cafeeiros ao longo do periodo de 27 meses de cultivo. A tendéncia de
elevacdo nas taxas de fotossintese, de reducdo da conduténcia estomatica e

consequentemente de elevacdo dos valores de eficiéncia intrinseca do uso da agua,
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associados ao aumento dos valores de discriminacdo isotopica de carbono, indicaram
influéncia positiva da maior concentracdo atmosférica de CO> na assimilacdo de carbono

pelos cafeeiros.
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4, CONCLUSOES

O estudo das respostas de duas cultivares de Coffea arabica, que diferem quanto
a resisténcia ao fungo causador da ferrugem do cafeeiro, ao incremento da concentracao
atmosférica de CO2, sob condicOes de casa de vegetacdo e de campo, permitiu concluir
que:

Tanto nas condigdes de OTC (760 ppm CO2) como em sistema FACE (~550ppm),
observou-se que a atual concentracdo atmosférica de CO- é limitante para a fotossintese
do cafeeiro arébica, uma vez que, sob elevada concentracdo atmosférica, tanto a cultivar
Catuai como a Obata, apresentaram maiores taxas fotossintéticas.

Sob condic¢des de OTC, o aumento da concentracdo atmosférica de CO2 resultou
em taxas fotossintéticas maximas (Amax) de até 16 umols CO2 m2 s, valores nunca antes
descritas para o cafeeiro. Estas taxas estiveram associadas a aumentos no ponto de
saturacdo luminoso da fotossintese.

A maior concentracdo atmosférica de CO> ndo modificou a severidade de
ferrugem na cultivar suscetivel, Catuai em condi¢cGes de OTC. Conforme esperado, a
cultivar Obatd, resistente, ndo apresentou infeccdo pelo patégeno.

Para os cafeeiros cultivados no FACE, o aumento da concentracdo atmosférica de
CO2 ndo alterou o padrdo sazonal da fotossintese do cafeeiro, que apresenta as maiores
taxas fotossintéticas no periodo quente e Umido (fase ativa de crescimento) e baixas taxas
no periodo frio e seco (fase quiescente de crescimento). No entanto, sob o aumento da
concentracdo atmosferica de CO2 (~550ppm) os cafeeiros apresentaram maiores valores
de taxas fotossintéticas (A) e reducdes de condutancia estomatica (gs) resultando em
aumento dos valores de eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) ao longo de todo o

periodo experimental.

O aumento da concentracdo atmosférica de CO2 propiciou um aumento na razdo
pi/pa, o que pode explicar em certa extensdo os aumentos na discriminag&o isotopica do

carbono (A), redugdes na gs e aumentos na EIUA.

Os teores de carboidratos, compostos fendlicos e lignina, os quais estdo
envolvidos nas respostas de defesa ao patdgeno causador da ferrugem, ndo foram

significativamente alterados em resposta & maior concentracdo atmosférica de CO». O
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incremento da disponibilidade de carbono ndo afetou severidade de ferrugem na cultivar
suscetivel, Catuai nos experimentos realizados em OTC.
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