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RESUMO

Objetivou-se com esse estudo avaliar alteracdes fisiologicas em mudas de cafeeiro
cultivadas sob elevada concentracdo de dioxido de carbono ([COz]) e submetidas a aplicacdo
de nitrato (NO3") ou amonio (NH4"). Os tratamentos consistiram da aplicacdo de solucéo
nutritiva com 16 mM de NOs ou 16 mM de NH4" sob atmosfera com concentracdo atual de
CO2(380uL de CO, L de ar) ou sob atmosfera enriquecida com 760uL de CO, L™ de ar. Foram
analisados o crescimento, 0 metabolismo de carboidratos, a assimilagdo do nitrogénio, os teores
de minerais e a atividade do sistema antioxidante. Os resultados mostraram que os fatores [CO2]
(380 ou 760 pL. L) e fonte de nitrogénio (NOs ou NH4"), influenciaram os processos
fisioldgicos das cultivares de Coffea arabica L. (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’) em
diferentes niveis, dependendo da resposta analisada. A interacdo entre esses dois fatores,
também foi significativa para diversas variaveis avaliadas. A elevacdo da [CO2], aumentou a
taxa assimilatoria liquida e a eficiéncia do uso da &gua, por outro lado, reduziu a condutancia
estomatica e a taxa transpiratdria. Os teores de clorofilas, a eficiéncia do PSII, a respiracéo e 0s
parametros Vcmax e Jmax também foram positivamente influenciados pela alta [CO2], ao passo
que a fotorrespiracdo reduziu, independente da fonte de nitrogénio. Coerentemente, a taxa de
crescimento relativo e a matéria seca das plantas elevaram-se significativamente sob maior
[CO2]. Verificou-se também que, nas folhas de cafeeiro, o tratamento com alta [CO2], reduziu
as quantidades de carboidratos sollveis enquanto elevou os teores de amido. Ainda nos tecidos
foliares, a maior [CO2] implicou em redugdes nas atividades da redutase do nitrato e da sintetase
da glutamina com consequentes quedas nas concentragdes de aminoécidos independente da
fonte de nitrogénio. Sob alto CO>, os teores de proteinas foram reduzidos nas folhas das plantas
com NO3~ e aumentados nas tratadas com NH4". Os teores de macronutrientes e a atividade do
sistema antioxidante, também apresentaram reducdes nas folhas sob alto CO, em todos os
tratamentos. Nas raizes, a elevacéo da [COz], aumentou as quantidades de carboidratos sollveis
bem como a atividade da invertase. Ainda nesse tecido, a maior [CO>] implicou em incrementos
nos teores de NO3 e NH4", nas atividades da redutase do nitrato e da sintetase da glutamina
com consequentes aumentos nas concentracfes de aminoacidos e proteinas, sendo que 0s
maiores resultados de atividade da sintetase da glutamina e producdo de proteinas foram
detectados no tratamento com NH,". A atividade do sistema antioxidante também se elevou nas
raizes das plantas sob alta [CO-], independente da fonte de nitrogénio. Para a espécie, foram
verificadas alteracdes fisioldgicas favoraveis, a partir da elevacdo da [CO2]. Sob elevada [CO2],
as plantas tratadas com NH4" superaram o desempenho das plantas com NOs", pois, as plantas
com NHy4", apresentaram maiores taxas fotossintéticas e maior eficiéncia do uso da agua
resultando em maior acimulo de matéria seca. Assim, verificou-se que a aplicacdo de NH4* foi
mais favoravel que a aplicacdo NOs-, para o desempenho fisioldgico do cafeeiro sob alta [CO2].

Palavras-chave: Coffea arabica. Mudancas climaticas. Nutricdo mineral. Metabolismo do
nitrogénio. Metabolismo do carbono. Sistema antioxidante. Nitrato. Aménio.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate physiological changes in coffee plantlets (“Mundo Novo’,
‘Rubi’ and ‘Catuai’) grown under high CO. concentration and subjected to nitrate (NOz) or
ammonium (NH4") application. The treatments consisted of nutrient solution application with
16 mM NOsz™ or 16 mM NH4" under atmosphere with current CO> concentration (380uL CO>
L air) or under atmosphere enriched with 760uL CO, L air. Growth, carbohydrate
metabolism, nitrogen assimilation, mineral content and antioxidant system activity, were
analyzed. The results showed that the factors CO, concentration (380 or 760 pL. L) and
nitrogen source (NOs or NH4"), influenced the physiological processes of Coffea arabica
cultivars (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ and ‘Catuai’) at different levels, according to the analyzed
response. The interaction between these two factors also was significant for several variables
evaluated. The increase in [CO2] increased net assimilation rate and water use efficiency, on
the other hand, reduced stomatal conductance and transpiratory rate. The chlorophylls levels,
the Fv/Fm ratio, the respiratory rate and the Vcmax and Jmax parameters were also positively
influenced by the high [CO2], while photorespiration was reduced. Coherently, the relative
growth rate and the dry matter of the plants increased significantly under higher [CO2]. It was
also found that, in the coffee leaves, the treatment with high [CO.] reduced soluble
carbohydrates amounts while increasing starch contents, still in the leaf tissues, the highest
[CO2] implied in reductions in the nitrate reductase (RN) and glutamine synthetase (GS)
activities with consequent drops in amino acids regardless nitrogen source. Proteins
concentrations decreased in the leaves of the plants with NOs™ and increased in the plants treated
with NH4". The macronutrients levels and antioxidant system activity also showed reductions
in the leaves of the plants under high CO: in all treatments. In the roots, the increase in [CO2]
increased soluble carbohydrates amounts, as well as the invertase activity, even in this tissue,
the highest [CO2] implied increases in the NOz and NH4" levels, and RN and GS activities with
consequent increases in the amino acids and proteins concentrations. The greatest results of GS
activity and protein production were detected in the treatment with NH4*. Antioxidant system
activity also increased in the roots of plants under high [CO2] regardless nitrogen source. It was
found that, under high [CO-], the plants treated with NH4* outperformed the plants with NO3z”
because, the plants with NH4*, showed photosynthetic rates and water efficiency use higher
resulting in greater matter dry accumulation. Thus, in general, from the increase in [CO2], for
the specie, favorable changes were verified. In addition, the NH4" application was more
favorable, for the physiological performance of the coffee plant under high [CO2] than NOs’
application.

Keywords: Coffea arabica. Climatic changes. Mineral nutrition. Nitrogen metabolism. Carbon
Metabolism. Antioxidant system. Nitrate. Ammonium.
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1 INTRODUCAO

Por seus inevitaveis impactos sobre a biosfera, as mudancas climéticas globais tém
despertado grande interesse mundial, constituindo-se em um assunto atual e de grande
relevancia. Entre as variaveis que interferem nas mudangas climéticas, destaca-se 0 progressivo
e acentuado aumento na concentracdo atmosférica de COo.

Atualmente a concentracao de dioxido de carbono na atmosfera [CO2] é superior a 400
uL de CO2 Lt de ar (400 ppm), e segundo projecdes de modelos climaticos, estima-se que a
[CO2] eleva-se cerca de 1% ao ano podendo atingir 1000 pL de CO, L™ de ar no final desse
século (IPCC, 2019).

O aumento na concentracdo atmosférica de gases de efeito estufa, como o dioxido de
carbono (COy), e o consequente aumento da temperatura ambiental, tém induzido diversas
pesquisas para determinar quais seriam 0s seus efeitos sobre o0s seres vivos. No entanto, ainda
ndo existem informacdes suficientes para predizer quais serdo os efeitos das variacdes dos
fatores ambientais sobre a fisiologia, crescimento, desenvolvimento, produtividade e qualidade
da producao das culturas, uma vez que, 0s impactos sobre as plantas variam de acordo com a
espécie, cultivar e fase fenoldgica. Dessa forma, um grande desafio para as pesquisas atuais é
compreender quais seriam as respostas das plantas ao elevado COx,

Para as plantas do tipo fotossintético C3, a concentracdo de CO, atmosférica atual esta
abaixo da concentracdo ideal para fotossintese, portanto, as suas taxas assimilatorias liquidas
sdo geralmente aumentadas em resposta a elevacdo da concentracao do gas carbonico.

Diversas espécies vegetais como o cafeeiro, respondem ao aumento na [CO2] por meio
de elevacOes da taxa fotossintética e da eficiéncia do uso da agua, a partir de reducgdes da
fotorrespiracdo, e da condutancia estomatica, resultando em maior crescimento com
consequente aumento da biomassa.

Em espécies perenes, como o cafeeiro, sdo relatados aumentos superiores a 50% na
assimilacdo liquida de carbono quando essas plantas sdo expostas a elevadas concentracdes de
CO2. A maior disponibilidade de substrato (CO2) nos sitios carboxilativos da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) resulta em uma taxa de carboxilagdo mais alta, a
qual esta relacionada principalmente a inibicdo competitiva do CO2 sobre o gas oxigénio (O2)
afetando significativamente a fotorrespiracao, o que implica em reducdes nas perdas energeticas
associadas a via de fixacdo de carbono.

No entanto, as respostas dos vegetais as mudancas climéaticas ndo dependem apenas da

concentracdo de CO2, mas sim da interacdo entre ela e outras varidveis ambientais como:


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10584-018-2346-4#CR29

15

temperatura, luminosidade, disponibilidade hidrica e de nutrientes minerais. Dentre 0s
elementos essenciais o nitrogénio (N) destaca-se como o mineral mais limitante ao crescimento
e a produtividade dos vegetais em sistemas naturais e agricolas, uma vez que esse elemento
determina importantes caracteristicas fisioldgicas e agrondmicas. Todavia, na literatura, existe
uma escassez de informacOes a respeito da influéncia e/ou interferéncia, das variacOes
climéticas previstas sobre o comportamento metabdlico dos processos de absorcédo,
assimilacdo, transporte e distribui¢cdo dos compostos nitrogenados.

Muitas pesquisas ressaltaram a resiliéncia dos genotipos de cafeeiros para se adaptarem
as diferentes condigdes ambientais, e consideraram os efeitos positivos das futuras mudancas
climaticas sobre a fisiologia do cafeeiro. Por outro lado, alguns estudos sugerem que o cafeeiro
é uma planta sensivel as mudancas climaticas, e previram efeitos negativos na cultura, incluindo
reducdes no zoneamento agroclimatico, maior incidéncia de pragas e doencas e decréscimos na
produtividade e na qualidade.

Além disso, vale ressaltar ainda que, apesar da importancia agronémica da cafeicultura
e da sua relevancia econdmica, pouco se sabe sobre os possiveis impactos dos cenarios
climaticos futuros sobre fisiologia dessa cultura que se sobressai por sua plasticidade e
capacidade de ajustar-se metabolicamente as condi¢fes adversas. Portanto, mais estudos sdo
necessarios para elaboracdo de estratégias de producdo do cafeeiro frente as mudancas
climaticas.

Assim, objetivou-se com o presente estudo avaliar as respostas fisioldgicas de mudas de
cultivares de cafeeiros (Coffea arabica) submetidas a elevada concentracdo de CO: e a

diferentes fontes nitrogenadas (NOs  ou NH4").
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2 REFERENCIAL TEORICO

Por seus inevitaveis impactos sobre a biosfera, as mudancas climéticas globais tém
despertado grande interesse mundial, constituindo-se em um assunto atual e de grande
relevancia. O aumento na concentracdo atmosférica de gases de efeito estufa, como o didxido
de carbono (CO>), e 0 consequente aumento da temperatura ambiental, tém induzido diversas
pesquisas para determinar quais seriam os seus efeitos sobre os seres vivos. No caso das plantas,
ainda ndo existem informaces suficientes para predizer quais seriam os efeitos das mudancas
climéticas sobre a fisiologia, bioquimica, crescimento, desenvolvimento, produtividade e
qualidade da producdo das principais espécies cultivadas.

O progressivo aumento na concentracdo atmosférica de diéxido de carbono ([CO2]) ao
longo dos ultimos séculos se deve principalmente as emissdes associadas a queima de
combustiveis fosseis bem como a reducdo da cobertura vegetal. A agricultura e a industria
intensivas emitem quantidades significativas de gases que aumentam o efeito estufa, como CO-
e metano (CHas). Nesse cenario, verifica-se que a atividade humana adiciona 30 bilhdes de
toneladas de CO; a atmosfera todos 0s anos, 0 que aumenta a capacidade da Terra de reter o
calor do sol (HILLEL; ROSENZWEIG, 2012).

Dentre os gases poluentes da atmosfera, 0 CO2 assume papel chave no aumento do
aquecimento global e consequentemente interfere diretamente nas mudancas climaticas.
Atualmente a [CO2] é superior a 400 uL L™ de ar (400 ppm), e segundo simulagdes de modelos
climéticos, estima-se que a [CO2] eleva-se cerca de 1% ao ano (WMO, 2019). Nesse ritmo, a
concentracio desse gas podera atingir 1000 uL L de ar no final do século. Paralelamente,
dependendo da emissdo de gases de efeito estufa, as projeces indicam um aumento da
temperatura global entre 0,3 °C e 4,8 °C (IPCC, 2019).

O Painel Brasileiro de Mudancas Climaticas (PBMC), divulgou em 2013 o relatorio
sobre as tendéncias do clima futuro no pais. As previsdes apontam para um aumento na
temperatura entre 3 e 6°C até 2100. Sugere-se também, que os indices pluviométricos
apresentardo reducfes em todos os biomas do pais, com excecdo da Mata Atlantica (RANL,
2013). Essa variabilidade climatica imprevisivel, pode ameagar a sustentabilidade da producéo
agricola em escala global, com consequéncias no crescimento e desenvolvimento vegetal, bem
como no rendimento e qualidade das culturas (DAMATTA et al., 2010).

Dessa forma, um grande desafio da atualidade é compreender as respostas estruturais,
funcionais, metabolicas e ecofisiologicas das plantas ao elevado CO», pois a relacdo entre os

parametros climaticos e producdo vegetal € complexa, uma vez que o impacto de fatores
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ambientais no crescimento e desenvolvimento das plantas varia de acordo com a espécie,
cultivar e fases fenoldgicas. Logo, a capacidade de aclimatacdo das culturas em um ambiente
em mudanca é determinante para sua produtividade, assim como a manutencdo da qualidade é
igualmente crucial para a sustentabilidade econémica (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

O café é o segundo produto mais comercializado no mundo, atras apenas, do petroleo.
Entretanto, dentre as commaodities agricolas é a mais comercializada e destaca-se como a bebida
mais popular do mundo. A producdo mundial de graos de café estd aumentando constantemente,
superando 167,4 milhdes de sacas nos ultimos anos (95,68 milhdes de ardbica e 71,72 milhdes
de robusta), conforme a International Coffee Organization (ICO, 2019).

O café é um dos principais produtos agricolas brasileiros. O Brasil € 0 maior produtor e
exportador e, também, segundo maior consumidor do grdo. O pais é responsavel por quase 40%
da producdo mundial de café, aproximadamente 62 milhdes de sacas de 60 kg sdo beneficiadas
por ano (45,98 milhdes de arébica e 16,04 milhdes de robusta), gerando uma receita bruta total
de 25,5 bilhdes de reais (CONAB, 2020).

Dentre as 125 espécies pertencentes ao género Coffea (KRISHNAN et al., 2013) apenas
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A.Froehner, possuem importancia econémica,
sendo essas duas espécies responsaveis por 99% da producdo mundial (DAVIS et al., 2012). O
Coffea arabica teve origem na Etiopia, mas, a partir de mecanismos adaptativos e de sua ampla
plasticidade morfofisioldgica seu cultivo expandiu-se para diversas regides do mundo. No
entanto, a espécie tem a produtividade e qualidade da producdo fortemente influenciadas pelas
condi¢des ambientais.

Estudos demostraram que o cafeeiro € uma planta sensivel as mudancas climaticas.
Diferentes autores previram efeitos negativos na cultura do café diante das alteracdes de
temperatura e precipitacdo, incluindo extensas reducdes no zoneamento agroclimatico com
perdas de areas bioclimaticas favoraveis a sobrevivéncia da espécie de 38% a 90% (MOAT et
al., 2017), além de maior incidéncia de pragas e doencas (AVELINO et al., 2015), decréscimo
no rendimento (CRAPARO et al., 2015) e reducdes na qualidade (LADERACH et al., 2017).
Bunn et al. (2015) e Imbach et al. (2017), também previram que a area favoravel ao plantio e a
producdo de Coffea spp reduzira 50% e 88% respectivamente. Além disso, Paterson et al.
(2014) ressaltaram que os efeitos diretos das mudangas climaticas precisam ser considerados
urgentemente, pois, sugerem que os fungos serdo um problema cada vez maior para os cafezais.
Ressaltam ainda que a medida que as temperaturas se elevam o ambiente se torna mais eficiente
para proliferacdo desses microrganismos sendo provavel que as doengas sejam mais

problematicas.
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Diante dessa perspectiva, vale enfatizar que boas praticas agricolas que envolvem a
conservacdo das florestas nas regifes cafeeiras, aumentando quantidades de sombra,
preservacdo das caracteristicas naturais e protecdo de plantas nativas fornecem beneficios para
a cultura frente as mudancgas no clima, o que leva a maiores produtividades.

Por outro lado, pesquisas ressaltaram a resiliéncia dos genotipos de cafeeiros para se
adaptarem as diferentes condigdes ambientais (CAVATTE et al.,, 2012). Neste sentido,
DaMatta et al. (2016), consideraram os efeitos positivos da elevada [CO2] sobre a fisiologia do
cafeeiro. Do mesmo modo, Rakocevi¢ e Matsunaga (2018b), mostraram o papel do CO na
retencdo de folhas na espécie, enquanto Martins et al. (2016), destacaram o aumento da [CO2]
como fator chave para elevar a tolerancia ao calor em plantas de café diante das mudancas
climéticas.

Os resultados em niveis morfologicos e fisioldgicos, apresentados por esses estudos,
sugerem que o aumento da [CO-] pode ser fundamental para que o cafeeiro suporte com sucesso
as tensbes ambientais futuras. Além disso, DaMatta et al. (2019), relataram que diferentes
pesquisas produziram evidéncias inequivocas de que o CO> elevado estimula a fotossintese e 0
rendimento das culturas. Argumentaram também, que o cafeeiro € uma planta altamente
adequada sob CO> elevado, mais do que se poderia esperar, se destacando em relacdo a outras
espécies C3.

No entanto, ainda sdo necessarios muitos estudos sobre a influéncia de elevadas
concentragdes de CO2 no metabolismo primario e secundario em Coffea arabica, os quais sdo
relevantes para o avanco do conhecimento cientifico assim como para a elaboracdo de
estratégias de producéo do cafeeiro frente as mudangas climaticas. Sendo assim, espera-se que
os efeitos da elevada [CO:] no desenvolvimento dessa importante espécie cultivada sejam bem
compreendidos.

As respostas das plantas a maior concentracdo atmosférica de CO; séo classificadas em
varios tipos. De acordo com o periodo de exposicdo, tem-se, as respostas de curto prazo, que
sdo imediatas, observadas ap6s uma exposicdo de segundos a minutos ao CO; elevado e as
respostas de longo prazo as quais surgem ap6s dias ou semanas em exposic¢do ao alto CO>
(WOLFE et al., 1998). Os efeitos provocados pelo aumento da concentracdo atmosférica de
CO2 sobre as plantas, também podem ser classificados como diretos e indiretos (URBAN,
2004). Os efeitos diretos referem-se aos incrementos na disponibilidade de substrato para a
fotossintese e na produtividade primaria das plantas pela acdo do CO2 como “fertilizante
atmosférico” (KORNER, 2006). Os efeitos indiretos relacionam-se as alteragBes climaticas

provocadas pelo efeito estufa, principalmente no incremento da temperatura, que pode afetar a
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fisiologia e a produtividade das plantas (SALLAS et al., 2003). Por fim, em um enfoque
fisioldgico, os efeitos do aumento de CO; sobre as plantas sdo incluidos em cinco categorias:
1. Efeitos sobre a fotossintese liquida e respiracéo; 2. Efeitos sobre a condutancia estomatica e
a eficiéncia do uso da agua; 3. Efeitos sobre alocacao de carbono e crescimento; 4. Efeitos sobre
a estrutura da planta e fenologia; e 5. Efeitos sobre a concentragdo de nutrientes das plantas
(aumento da eficiéncia no uso do nitrogénio) (WOODWARD, 2002).

Diferentes trabalhos cientificos demonstraram que, inicialmente, as plantas respondem
ao aumento atmosférico na [COz] por meio da elevacdo na taxa fotossintética (A), além de
apresentar uma diminui¢do na condutancia estomatica (gs), sendo essa a base do efeito da
elevacdo da [COz] em plantas. Pesquisas com elevado CO- relataram aumentos em A de 31%
em média e reducGes em gs de 22% e em diversas espécies C3 (AINSWORTH; ROGERS,
2007). Entretanto, maiores condutancias estomaticas sédo relatadas por alguns autores diante do
aumento da [CO2] (PURCELL et al., 2018). De qualquer forma, reducfes em gs geralmente
levam a menor taxa de transpiracdo e maior eficiéncia no uso da agua. Por outro lado, €
importante salientar que a reducdo na perda de calor latente (reducdo da transpiracdo), pode
levar a um aumento na temperatura das folhas, o que, por sua vez, pode prejudicar o
desempenho do vegetal em um cenério de aquecimento global. Além disso, estudos apontam
que os efeitos benéficos da eficiéncia fotossintética obtida sob elevadas [CO2] podem ser
contrabalanceados por fatores de estresse, tais como, excesso/escassez de chuvas e aumentos
de temperatura.

Importantes resultados foram obtidos a partir de estudos que relacionam cafeeiros e
mudancgas climaticas, permitindo concluir que ocorrem significativos aumentos na fotossintese
de plantas de café cultivadas sob alto CO». Ghini et al. (2015) avaliaram os efeitos do cultivo
de cafeeiros em Free-Air Carbon dioxide Enrichment (FACE) durante dois anos e observaram
nos cafeeiros cultivados em CO> elevado, maiores taxas de fotossintéticas e maior rendimento
produtivo nas cultivares estudadas (‘Catuai’ e ‘Obatd’). Ramalho et al. (2013) também
relataram incrementos de 30 a 60% na A em cafeeiros em condicdes elevadas de CO2 (700 uL
L de ar) quando comparado as condi¢des normais (380 pL L™ de ar).

A taxa assimilatoria liquida do cafeeiro (4 a 11 pumol m2 s7%) é relativamente baixa nas
condigdes ambientais atuais de luz e CO, (DAMATTA, 2004). No entanto, sob condigdes ideais
de luz, temperatura e CO; a fotossintese atinge 30 pmol m2 st (MARTINS et al., 2014a).
Esses dados fornecem informacGes relevantes sobre a participacdo efetiva da barreira difusiva
que limita significativamente o transporte do CO> da atmosfera ateé os cloroplastos (BATISTA
etal., 2012).
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Experimentalmente, Martins et al. (2014a), demonstraram que é caracteristico de
plantas de café apresentarem condutancia estomatica e condutancia do mesofilo baixas quando
comparadas a outras espécies tropicais arbdreas. Entretanto, no cafeeiro, diferentemente da
maioria das espécies C3 estudas, ndo foi observada redugdo da condutancia estomatica sob
elevado COz e condigdes ideais de suprimento de 4&gua (DAMATTA et al., 2016). Esse
comportamento é considerado benéfico para os cenarios climaticos previstos, uma vez que
favorece a transpiracdo, e consequentemente a manutencéo da temperatura foliar e a absorcéo
de nutrientes por fluxo de massa.

A maior [CO2] aumenta a A em plantas C3 porque esta associada a estimulacdo da taxa
de carboxilagéo da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase / oxigenase (Rubisco), etapa limitadora
do processo fotossintético nos niveis atuais de CO., e concomitantemente, leva a uma redugéo
da funcdo de oxigenacdo dessa enzima implicando em menor taxa de fotorrespiracao
(AINSWORTH; ROGERS, 2007).

Sendo a Rubisco a proteina mais abundante do planeta, constituindo
50% das proteinas encontradas em uma folha, a qual catalisa a reacdo essencial a vida dos
vegetais, ela sempre recebe destaque em diversos estudos com as plantas (ANDERSSON;
BACKLUND, 2008). Essa enzima reage tanto com O (funcdo oxigenasse) quanto com CO>
(funcdo carboxilase), tendo maior afinidade pelo CO». Porém, na atmosfera, 0 Oz ocorre em
concentracéo cerca de 550 vezes maior que o CO», fazendo com que a competi¢éo entre os dois
substratos gasosos pela enzima seja um dos fatores determinantes da eficiéncia da fotossintese
nas atuais concentra¢fes de CO> atmosférico (LAMBERS et al., 2008).

Para que ocorra a carboxilacdo pela Rubisco e as demais etapas da fase bioquimica do
processo fotossintético que culmina na formacdo de trioses-fosfato, é necessario também, o
funcionamento da fase fotoquimica nos cloroplastos. Nessa etapa, a absor¢do de fotons €
realizada por pigmentos, principalmente clorofila, distribuidos em complexos antena, que
direcionam e transferem a energia de excitacdo para os centros de reagdo dos fotossistemas | e
I. No fotossistema Il ocorre a oxidacdo de moléculas de agua, com producdo de oxigénio e
doacdo de elétrons para a cadeia de transporte de elétrons que o liga ao fotossistema I. Durante
a transferéncia de elétrons entre os fotossistemas, protons sdo bombeados para o lume gerando
um gradiente eletroquimico através da membrana do tilacdide, a passagem dos protons de volta
para o estroma, pela enzima ATPase, produz forca motriz para a fosforilacdo de ADP em ATP.
Além disso, no final da cadeia de transporte de elétrons, ocorre a reducdo de NADP™ em
NADPH. Ambos, ATP e NADPH s&o utilizados nas rea¢des subsequentes da fotossintese, na

reducdo do carbono no Ciclo de Calvin.
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As trioses produzidas nos cloroplastos durante o processo fotossintético sdo exportadas
para o citosol formando sacarose, que pode ser utilizada nas folhas ou alocada para érgéos
heterotroficos da planta como raizes, folhas jovens, frutos e tubérculos. Os fotoassimilados,
podem ainda, serem direcionados para a sintese de amido funcionando como um sistema de
escape para manter elevada a taxa de fotossintese quando a taxa de sintese de sacarose superar
sua taxa de exportacdo, via floema, para os drenos (TRETHEWEY; SMITH, 2000). A
assimilacdo da planta é suficiente para a demanda do crescimento a partir da sintese, exportagdo
e mobilizacdo de carboidratos. Ja 0 amido, carboidrato de reserva mais abundante, € produzido
durante o dia e degradado no periodo noturno gerando carboidratos para atender a demanda de
esqueletos de carbono e energia, tanto para os tecidos foliares fotossinteticamente ativos quanto
para os tecidos dreno (SMITH; STITT, 2007).

O aumento da taxa fotossintética e da eficiéncia no uso da dgua a partir da elevacéo do
CO. atmosférico, em geral, promove o aumento do crescimento das plantas e o incremento de
biomassa vegetal (LONG et al., 2004). Isso implica em grandes varia¢fes bioquimicas no
metabolismo de carboidratos, alterando significativamente a sintese, mobilizacéo, alocacdo,
particdo e exportacdo destes compostos. Sendo assim, ressalta-se que o aumento de CO;
atmosférico afeta os processos bioldgicos em diferentes niveis, sendo os controles fisiol6gicos
e ecologicos os mais estudados (AINSWORTH; ROGERS, 2007). Todavia, € importante
destacar que a relacdo entre a taxa de fotossintese e o crescimento ndo € direta, mas sim de
retroalimentacdo, uma vez que ndo sé a taxa fotossintética pode modificar o crescimento, mas
também, a taxa de crescimento pode influenciar a taxa fotossintética.

E compreendido que as plantas devem atingir um equilibrio entre assimilacio de
carbono, estoque de carbono e crescimento, mas ainda sdo necessarios mais trabalhos para saber
como isso ocorre (SMITH; STITT, 2007). Deste modo, entende-se que 0s vegetais possuem
sistemas regulatorios afim de controlar a fisiologia metabdlica, de crescimento e
desenvolvimento e ser capaz de responder as condi¢cdes ambientais de modo a otimizar a
eficiéncia de uso dos recursos (WALTER et al., 2009). Terashima et al. (2014), relataram sobre
efeitos de elevadas concentragdes atmosféricas de CO2 no crescimento e desenvolvimento de
diferentes espécies vegetais. Os resultados indicaram alteracGes nas razdes fonte/dreno, no
metabolismo e translocagdo de fotoassimilados, bem como na respiragéo.

Em um trabalho detalhado, Ramalho et al. (2013), estudaram efeitos de elevada
concentragdo de CO: sobre teores de carboidratos ndo estruturais, densidade e morfologia de
estdmatos em trocas gasosas, metabolismo de carbono e fotossintético além de parametros de

crescimento de trés cultivares de Coffea sp. Os resultados indicaram tendéncias de elevagdo nas
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taxas de fotossintese dissociada de retroinibigdo resultando em aumento da eficiéncia do uso da
agua, e, de forma geral, alteracbes ndo significativas nos demais pardmetros analisados
indicando uma boa adaptacéo dos cafeeiros as condi¢fes experimentais.

De acordo com Jablonski (2002), plantas cultivadas sdo mais responsivas ao aumento
na [CO2], contudo, as respostas diferem entre os diversos grupos taxonémicos e funcionais,
com importantes implicag6es no funcionamento futuro de agrossistemas. O aumento nas taxas
fotossintéticas e a melhora nas relag@es hidricas observados nas plantas cultivadas em elevado
CO2, normalmente geram incrementos de biomassa e altura das plantas, que séo
respectivamente 49% e 12% maiores (AINSWORTH; LONG, 2005).

Segundo Ghini et al. (2015), em um experimento de longo prazo realizado em FACE,
as plantas de café aumentaram o crescimento, e apresentaram maior rendimento na colheita,
sendo que a produtividade de grdos foi entre 17 e 28% maior, sob elevado COs..

Por outro lado, estudos mostraram que a estimulacdo de A, em plantas expostas a
elevada [CO;] ndo é sustentada por longos periodos (NORBY et al., 2010), fato que
frequentemente é associado ao acumulo de produto final fotossintético (AINSWORTH;
ROGERS, 2007). Esse efeito de reducédo do potencial fotossintético (em dias, meses ou anos
dependendo da espécie) é conhecido como aclimatacdo fotossintética a alta [CO], onde a
estimulagdo inicial da fixacdo de carbono é seguida por uma reverséao parcial ou estabilizacéo
desse processo (KANT et al., 2012).

Contudo, ao contrario do que tem sido relatado para inUmeras outras espécies (XU et
al., 2016; BADER et al., 2010; AINSWORTH; ROGERS, 2007), surpreendentemente, o
cafeeiro sustenta o acréscimo na A diante da alta disponibilidade de CO: por anos
(RAKOCEVIC et al., 2018a). Neste sentido, informagdes evidenciam que ndo ha nenhum sinal
de regulacédo negativa da fotossintese ou aclimatacdo fotossintética ao CO2 em plantas de café
(DAMATTA et al., 2019).

Autores tém relacionado a aclimatacdo fotossintética a alta [CO-] a diferentes fatores,
como por exemplo: a diminuicéo no contetdo de Rubisco em resposta a maior eficiéncia de uso
do N (LONG et al., 2004); a inibi¢do da assimilacdo fotossintética de carbono em consequéncia
da acumulagéo de carboidratos ndo estruturais ocasionado pelo desequilibrio entre fonte e dreno
(KITAOKA et al., 2016); e ainda, uma reducao no teor de proteina e nitrogénio total da planta
(BAHRAMI et al., 2017; BLOOM et al., 2014; RUIZ-VERA et al., 2017). Segundo Ellsworth
et al. (2004), a disponibilidade de N nas plantas, mais do que qualquer outro fator ambiental,

determina suas respostas ao elevado CO..
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Dentre todos os elementos minerais essenciais requeridos pelas plantas, o nitrogénio (N)
se destaca sendo exigido em maiores quantidades. Esse macronutriente atua na sintese de
proteinas estruturais e enzimaticas, clorofilas, acidos nucléicos, coenzimas, além de
fitormdnios, vitaminas e alcaloides, os quais desempenham importantes papéis no metabolismo
vegetal. Sua deficiéncia frequentemente limita o crescimento vegetal, sendo os sintomas a
clorose gradual das folhas mais velhas, seguida por absciséo e a reducdo do crescimento da
planta (LI et al., 2013).

O N esta disponivel no solo em diversas formas, tais como: NH4*, NO3", aminoacidos e
peptideos sollveis. No entanto, NOs™ e NH4" sdo as principais fontes minerais de N absorvidas
pelas plantas, sendo que a forma de N inorganico absorvida depende da espécie e das condi¢des
do solo (WILLIAMS; MILLER, 2001). Em condic0es ideais de pH e oxigénio, a forma nitrica
é predominante em consequéncia do processo de nitrificacdo no qual bactérias promovem a
oxidacdo do NH4" livre (LI et al., 2013).

A quantidade de N absorvida pelas plantas varia em funcdo do seu ciclo de
desenvolvimento, da quantidade de raizes, da taxa de absor¢do por unidade de peso de raiz
(moles NOs~ ou NHs" h'g? raiz), da atividade das enzimas envolvidas no ciclo e da
disponibilidade de energia para o processo de assimilacdo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK,
2000).

O NOs absorvido pelas plantas pode ser assimilado nas raizes, na parte aérea, ou em
ambos os locais (FORDE, 2002), porém inicialmente o NOs™ precisa ser reduzido a NH4*. Essa
reducdo € catalisada por enzimas em duas etapas: a primeira ocorre no citosol através da enzima
redutase do nitrato (RN) que transforma NO3z™ em nitrito (NO2) e a segunda ocorre nos
cloroplastos (parte aérea) e plastidios (raizes), através da redutase do nitrito (RNi) que converte
NO2 a NH4" (LI et al., 2013). O NH4" produzido é, entdo, assimilado pelas enzimas glutamina
sintetase (GS), que requer ATP na reacdo que adiciona NH4* ao glutamato (Glu) formando
glutamina (GIn), na sequéncia, a glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase ou glutamato
sintase (GOGAT) transfere um N amidico da GIn ao 2-oxoglutarato para formar duas moléculas
de Glu (ciclo GS/GOGAT) (LEA; MIFLIN, 2011). Ou, ainda, em uma rota alternativa, a enzima
glutamato desidrogenase (GDH) realiza a catalise reversivel da aminacdo 2-oxoglutarato
(TERCE-LAFORGUE et al., 2013).

A assimilacdo do N pode ocorrer nas raizes ou na parte aérea, sendo a ocorréncia de
uma forma ou de outra dependente da espécie vegetal e das condi¢bes ambientais. Para
assimilacdo na parte aérea, necessita-se primeiramente do transporte do N para as folhas, o qual

ocorre via Xilema, embora a redistribuicdo das folhas para outros Orgdos ocorra



24

predominantemente na forma de aminoacidos, via floema. Essa redistribui¢do é fundamental
para o suprimento dos tecidos que ndo participam na assimilacdo de N (PATE et al., 1981).

O conhecimento das formas de absorcéo, assimilacao e transporte do N é importante na
avaliacdo do comportamento fisiologico das plantas nos diferentes estadios de
desenvolvimento, e em distintas condi¢fes ambientais. Deste modo, melhorar a eficiéncia do
uso desse mineral, que influencia diretamente o crescimento e o desenvolvimento das culturas,
tem sido um dos desafios das pesquisas atuais, uma vez que o0 uso deste elemento esta associado
a questdes ambientais, sociais e econémicas. Isso porque, a lixiviagdo de N constitui em uma
importante fonte de poluicéo para os ecossistemas, além de os fertilizantes nitrogenados serem
0s que mais elevam o custo de producdo. Dessa forma, a compreensdo dos processos
fisiolégicos que envolve esse mineral implica diretamente em otimizar a integracdo entre
produtividade, lucro e a protecdo ambiental.

Apesar de ser um assunto extensivamente estudado, a complexidade da interacdo entre
as plantas e o N ainda apresenta muitos desafios aos pesquisadores. O aumento da compreensao
dessa relacdo sera fundamental para melhorar a forma como as plantas absorvem, utilizam e
distribuem o N disponivel diante das mudancas climaticas previstas para as proximas décadas
(CHEN et al., 2013). Neste contexto, a relacdo entre o N e as plantas, merece atencédo especial
e compreender como a elevacdo da [CO-] prevista para os proximos anos ird influenciar o
metabolismo do N em plantas é uma questdo que merece maiores investigacdes porque as
alteracOes nos teores de N ocasionadas pela alta [CO] afetam tanto a produtividade quanto o
valor nutricional das principais culturas (WEST et al., 2014).

Diferentes trabalhos buscaram avaliar o comportamento das respostas fisioldgicas da
assimilacdo do N em diferentes espécies de plantas expostas a alta [CO2], mas ainda néo
apresentaram resultados consistentes, porém, um grande namero de hipo6teses tem avancado na
tentativa de explicar esse fenébmeno (DOMICIANO et al., 2020; GIFFORD; BARRETT;
LUTZE, 2000; KANT etal., 2012; KUEHNY et al., 1991). Para o cafeeiro, ndo séo encontradas
pesquisas sobre o efeito da interacdo entre a aplicacdo de diferentes fontes nitrogenadas em
plantas sob elevada [CO2]. Estudos sdo fundamentais para a compreensdo das respostas da
espécie diante das modificacGes ambientais.

Neste contexto, pesquisas sugerem que a alta [CO>] altera a eficiéncia de absorcao e de
assimilacdo de N e as respostas variam com a fonte nitrogenada aplicada (DOMICIANO et al.,
2020; BLOOM et al., 2010; RACHMILEVITCH; COUSINS; BLOOM, 2004). Bloom et al.
(2010), monitoraram a absor¢cdo de NOs  em Triticum aestivum e Arabdopisis thaliana,

concluindo que tanto a absor¢cdo quanto a assimilagdo foram comprometidas em ambas as
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espécies sob alta [CO2]. Posteriormente, Bloom et al. (2014), verificaram uma redugéo no teor
de proteina e, portanto, no valor nutricional do grdo de T. aestivum quando NOs™ era fornecido
como principal fonte de N sob alta [CO2].

Em plantas de café cultivadas com elevada [CO2], a maior atividade metabdlica reflete
em diversas alteracdes fisiolégicas como mudancas no particionamento de carbono e no uso
nutrientes, especialmente do N e do fésforo (JIN et al., 2016). Martins et al. (2014b) estudaram
os teores de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Zn) em
algumas cultivares de café e mostraram que, sob elevado CO3, houve uma reducédo entre 7 e
25% na concentracdo dos elementos dependendo do mineral e do gendtipo. Redugéo de 10%
do teor de N também foi observada em cultivares de cafeeiro sob FACE, por Ghini et al. (2015).
Essa “diluicdo mineral’, principalmente do N, e as alteragdes em seu metabolismo é um fator
que deve ser considerado, entretanto, poucas informacdes sdo encontradas na literatura sobre
esse assunto.

Adicionalmente, estudos sobre a interacdo entre o metabolismo de carbono e do
nitrogénio também sdo fundamentais para avaliacdo das respostas fisioldgicas das plantas a
elevada [CO2]. Os processos de assimilacdo de carbono e nitrogénio séo interligados, visto que
grande parte da energia utilizada na reducdo do N inorganico a aminoacido € proveniente da
fotossintese. Além disso, esqueletos de carbono para sintese de compostos nitrogenados sdo
originados a partir de fotoassimilados. Em contrapartida, grandes quantidades de N s&o
investidas na maguinaria fotossintética, logo, a disponibilidade de N é claramente determinante
da capacidade fotossintética e do rendimento das culturas.

Outro ponto relevante é que em espécies do tipo C3, como o cafeeiro, os ciclos do N e
do carbono sdo significativamente influenciados pela via fotorrespiratoria, que por sua vez, é
afetada expressivamente pela [CO2] (MISRA, 2014). A fotorrespiracdo, também chamada de
ciclo C2, é o processo no qual a Rubisco atua como oxigenase, catalisando a rea¢do do oxigénio
a ribulose-1,5-bifosfato, gerando uma molécula de 3-fosfoglicerato e outra de 2-fosfoglicolato.
Essa via metabdlica ocorre em trés organelas: cloroplastos, peroxissomos e nas mitocondrias,
onde a glicina é convertida em serina, ocorrendo a liberagdo de uma molécula de CO- e outra
de NHs" (WINGLER et al., 2000). Este processo € um importante ponto de ligacao entre os
ciclos do Carbono e do N. Conhecida por reduzir a eficiéncia fotossintética, visto que ocorre a
liberacdo de carbono fixado, atualmente, pesquisadores ressaltam o0s beneficios da
fotorrespiracdo, destacando seu papel principalmente na recuperagdo parcial do carbono
desviado pela atividade oxigenase da Rubisco, na manutencdo da homeostase redox celular,

protegendo contra fotoinibi¢cdo, funcionando como dreno de elétrons sob seca e alta
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luminosidade, bem como na reassimilagdo do NHs" liberado na mitocondria e na
interconvercdo de aminodcidos através das transaminagdes. Diante disso, € consenso que
plantas de espécie C3 que néo fotorrespiram sao inviaveis em condi¢cdes ambientais naturais.

Em duas cultivares de cafeeiro cultivados sob elevado CO,, significativos aumentos na
eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco, (50% em média), levaram a expressiva reducdo na
fotorrespiracao (30%) (DAMATTA et al., 2016). N&o obstante, outra relevante implicagéo do
aumento da carboxilacdo é o consequente incremento no uso de energia luminosa, ou seja, uma
maior quantidade de radiacdo € necessaria para saturar os centros de reacdes fotoquimicos
evitando a fotoinibicao, além de contribuir para a reducdo da formacéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs).

As modificacdes nas condi¢cbes ambientais, podem provocar importantes alteracfes na
producdo e remocao de EROs, por meio das varia¢des no metabolismo antioxidante. As EROs
como o superdxido (O2), hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto
sdo geradas durante processos metabdlicos nos cloroplastos, mitocdndrias e peroxissomos.
Porém, sob condicBes adversas o acumulo desses radicais é potencialmente prejudicial as
células da planta, provocando danos em biomoléculas valiosas como 0 DNA, RNA, proteinas
e membranas de organelas e celulares (JALEEL et al., 2009).

O O2 e OH" possuem baixa mobilidade pela membrana celular e curto tempo de meia-
vida, o que implica em elevada capacidade de reacdo e especificidade de sinalizacdo dessas
EROs. Além disso, o radical OH", que pode ser formado a partir de O2" ou H202, é 0 mais
reativo, sendo também considerado o iniciador da peroxidacao lipidica (SCANDALIOS, 1993).
Ja o perdxido de hidrogénio possui capacidade de cruzar as membranas celulares e maior tempo
de meia-vida, 0 que possibilita agir como molécula sinalizadora do estresse oxidativo
(BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).

Como uma estratégia de protecdo aos danos oxidativos, as plantas tém desenvolvido um
complexo sistema de defesa, que é dividido em ndo enzimatico, composto por carotenoides,
ascorbato, glutationa e a-tocoferdis e enzimatico, com acdo da superoxido dismutase (SOD;
1.15.1.1), que catalisa a transformacgdo do radical superoxido a H.O>; catalase (CAT; EC
1.11.1.6) que produz H20 e O2 a partir do H202; e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, como
a ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) que também elimina o H20. (BEN AHMED et
al., 2009).

A SOD catalisa a dismutag&o dos ions superoxido, formando H20.. E a primeira enzima
do sistema antioxidante e pode ser vista como protetora contra 0s danos oxidativos causados

pelos radicais O2” (POMPEU et al., 2008), pois esta presente em todos os compartimentos
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celulares suscetiveis ao estresse oxidativo. Os estresses ambientais levam a uma maior atividade
da SOD, a qual determina a concentracdo de Oz e H2O, sendo central nos mecanismos de
defesa necessarios para prevenir a formacédo de radicais OH™ (JALEEL et al., 2007). A CAT
esta presente predominantemente nos peroxissomos agindo na eliminacéo do H2O proveniente
do ciclo fotorrespiratério (FRUGOLLI et al., 1996), pode também ser encontrada em outros
compartimentos celulares, tem uma baixa afinidade pelo H20-, sendo ativa somente quando
este esta em altas concentracdes. A APX esta presente em cloroplastos e mitocéndrias, ou ainda
no citosol e nos peroxissomos, e ao contrario da CAT, tém alta afinidade pelo H2O,
eliminando-o mesmo em baixas concentracdes (GECHEV et al., 2006). E a principal enzima
do ciclo ascorbato-glutationa, degradando o H20. e formando H20. O ascorbato é utilizado
como cofator enzimatico, resultando na formacdo de dehidroascorbato o qual é reciclado a
ascorbato, sendo a glutationa reduzida (GSH) a doadora de elétrons. Logo a acdo combinada
dessas enzimas permite a conversao de radicais Oz e de H20>, prejudiciais a célula, em H20 e
O2 (ASADA; TAKAHASHI, 1987). Os antioxidantes lipofilicos (por exemplo: zeaxantina, b-
caroteno e a-tocoferol), também sdo de grande importancia nos processos de prevencao da
superproducéo de elétrons na célula (MUNNE-BOSCH, 2005).

Por fim é importante considerar a relacdo entre qualidade do grdo de café, e
consequentemente da bebida, diante da elevada [CO2]. Esse também é um ponto altamente
questionado e foi observado por Ramalho et al., (2018), que relataram alteracdes nas
caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos do cafeeiro. O elevado CO, aumentou a acidez,
diminuiu o teor de cafeina, de solidos solUveis e do &cido cafeico. Além disso, 0s mesmos
autores mostraram que o concomitante aumento da temperatura levou a producéo de frutos mal
formados com consequente perda de qualidade da bebida. Por outro lado, Rahn et al. (2018) e
Verhage et al. (2017) sugeriram, a partir de modelos matematicos, que a maior [CO2] pode
compensar os efeitos negativos do aumento da temperatura nas diferentes etapas do
desenvolvimento da cultura do café.

Pela complexidade desse assunto, DaMatta et al. (2019), ressaltaram a necessidade de
pesquisas futuras sobre as respostas do cafeeiro as mudancas climéticas. Enfatizaram, também,
0 papel do CO> como chave na mitigacdo de alguns dos efeitos nocivos das temperaturas
elevadas e na resisténcia das plantas de café contra o estresse hidrico. Os mesmos autores
destacaram a falta de respostas de como o aumento da temperatura e do CO2 podem alterar o
equilibrio planta-pragas/doencas, e como esses fatores ambientais vao impactar a formacao de
flores e o desenvolvimento de frutos bem como a quantidade e qualidade do grédo produzido. Ja

Rodrigues et al. (2016), destacaram sobretudo que estudos devem ser direcionados buscando
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entender o comportamento das diferentes cultivares de Coffea para a obtengéo e selecdo de
novos genotipos tolerantes as condi¢cBes ambientais previstas.

Diante do exposto, verifica-se que, por mais que Coffea arabica seja uma das espécies
de culturas mais importantes, cultivadas extensivamente em condicdes tropicais, as
informacdes sobre os impactos da elevada [CO»] na estrutura, crescimento, desenvolvimento e
produtividade dessas plantas sdo muito escassas. Ainda existem muitas lacunas no
conhecimento atual sobre a cultura no contexto das mudancas climéticas. Assim, destaca-se a
prioridade de pesquisas para avangar no entendimento sobre como essa espécie respondera as

variabilidades climéticas previstas para o futuro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Cultivo das plantas e condi¢Ges experimentais

As mudas de cafeeiro (Coffea arabica) foram obtidas a partir da germinagdo de
sementes em germinador de areia e posteriormente cultivadas em viveiro suspenso (21° 14'S,
45° 00" W, altitude 918 m). As sementes utilizadas estavam armazenadas em camara fria e
foram cedidas pelo setor de sementes do departamento de agricultura da Universidade Federal
de Lavras no ano de 2018. As cultivares utilizadas foram ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’
(IAC, 144). A repicagem (transplantio) foi feita quando as plantulas atingiram o estadio de
"palito de fdsforo”. As plantulas com caracteristicas morfologicas semelhantes foram
transplantadas para tubetes de polietileno rigido com capacidade volumétrica de 120 mL. Os
recipientes foram colocados em um viveiro suspenso, a um metro acima do nivel do solo,
confeccionado com tela de arame ondulado. A cobertura do viveiro foi feita com tela plastica
tipo sombrite de cor preta com passagem de 50% da luminosidade, colocada a dois metros de
altura em relacdo ao solo. As irrigacdes foram feitas duas vezes ao dia, utilizando sistema de
irrigacdo por microaspersdo, procurando fornecer uma lamina de 4,5 mm de &gua por dia, de
acordo com Guimaraes et al. (1998).

O substrato utilizado nesta fase do experimento foi substrato comercial Plantmax
hortalicas HT®, constituido & base de casca de pinus processada e enriquecida, vermiculita e
turfa processada e enriquecida com adubo de eficiéncia aumentada conforme recomendado por
Melo (1999). Para a adubagdo, utilizou-se o fertilizante de liberagdo lenta Osmocote,
formulacéo 15-10-10 de NPK acrescido de 3,5% de Ca, 1,5% de Mg, 3,0% de S, 0,02% de B,
0,05% de Cu, 0,5% de Fe, 0,1% de Mn, 0,004% de Mo e 0,05% de Zn. Foi utilizada a dosagem
de 8,3 kg m de substrato (MELO, 1999).

As mudas foram mantidas nestas condi¢cBes até emitirem o quarto par de folhas
(aproximadamente 6 meses). Neste momento, as plantas foram selecionadas quanto a
uniformidade e transplantadas para tubetes de 120 mL, contendo substrato inerte, vermiculita
média (90 a 100% das particulas entre 1,19-0,50 mm), e transferidas para a camara de
crescimento controlado (CONVIRON®, ATC60, Canada), com fotoperiodo de 12h, irradiancia
de 300 umol fétons m2 st, temperatura média de 24 °C (25 °C dia/23 °C noite), umidade de
71,44 + 7,7% e concentracéo de 380 pmol CO, mol™de ar.

Nessas condicdes, as plantas foram mantidas por 14 dias para aclimatacéo, recebendo

solucgéo nutritiva (SN) de Hoagland e Arnon (1950) completa.
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Ap0s esse periodo de aclimatacdo (14 dias), as plantas das trés cultivares Mundo Novo,
Rubi e Catuai, foram submetidas aos tratamentos nitrogenados, sendo constituidos de:

i) Aplicacdo de SN de Hoagland e Arnon (1950) completa e modificada para conter 16 mM
de nitrogénio na forma de NOs™ (Nitrato) e concentragdo de CO; atual (380 puL CO, Lt
ar =380 ppm).

i) Aplicacdo de SN de Hoagland e Arnon (1950) completa e modificada para conter 16

mM de nitrogénio na forma de NH4* (Amdnio) e concentragdo de CO> atual (380 pL

CO, L™ ar = 380 ppm).

Durante esse periodo, cada planta recebeu semanalmente a aplicagdo de 100 mL de
solugéo nutritiva (pH 6,0 £ 0,5) referente a cada um dos tratamentos nitrogenados (16 mmol/L
de NOs ou 16mmol/L de NH4"). Esse volume aplicado refere-se a capacidade de retencéo de
agua do substrato utilizado.

Diariamente, as plantas foram irrigadas com 100ml de &gua deionizada. As condicGes
de temperatura, fotoperiodo, irradiancia e umidade permaneceram as mesmas descritas
anteriormente.

Aos 14 dias apds a inducdo dos tratamentos nitrogenados (28 dias ap6s transferéncia
para camara de crescimento), foram avaliadas em metade das plantas (60 plantas), as trocas
gasosas, eficiéncia do uso da &gua, fluorescéncia da clorofila a, fotorrespiracéo, respiracéo,
Vcmax, Jmax e TPU) e o material vegetal foi coletado para posteriores analises enzimaticas
(invertase, RN, GS, MDH, SOD, CAT e APX), de pigmentos fotossintéticos, de nutrientes
minerais, de macro e micromoléculas (agucares, proteinas e aminoacidos) e para obtencéo da
matéria seca e da taxa de crescimento relativo.

A partir desse momento, a outra metade das plantas que permaneceram na camara de
crescimento controlado foram expostas a 760 pL CO2 L' ar. As demais variaveis
permaneceram inalteradas (fotoperiodo de 12h, irradiancia de 300 pmol fétons m? s&,
temperatura média de 24 °C (25 °C dia/23 °C noite), umidade de 71,44 + 7,7%, aplicacdo de
SN de Hoagland e Arnon (1950) completa e modificada para conter 16 mM de nitrogénio na
forma de NOs™ (Nitrato) e concentragdo de CO; elevada (760 pL CO2 L™ ar = 760 ppm e
aplicacdo de SN de Hoagland e Arnon (1950) completa e modificada para conter 16 mM de
nitrogénio na forma de NHs" (Aménio) e concentracio de CO; elevada (760 pL CO2 L ar =
760 ppm).

Durante esse periodo, cada planta recebeu semanalmente a aplicagdo de 100 mL de

solugéo nutritiva (pH 6,0 £ 0,5) referente a cada um dos tratamentos nitrogenados (16 mmol/L
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de NO3z ou 16mmol/L de NH4"). Esse volume aplicado refere-se a capacidade de retencéo de
agua do substrato utilizado.

Aos 14 dias ap6s 0 ajustamento da concentragdo de CO2 para 760 pL CO2 L ar (42
dias apds a transferéncia para o CONVIRON®) nas plantas restantes (60 plantas) foram
avaliadas as trocas gasosas, eficiéncia do uso da agua, fluorescéncia da clorofila a,
fotorrespiracdo, respiragdo, Vcmax, Jmax e TPU) e o material vegetal foi coletado para
posteriores analises enzimaticas (invertase, RN, GS, MDH, SOD, CAT e APX), de pigmentos
fotossintéticos, de nutrientes minerais, de macro e micromoléculas (agUcares, proteinas e

aminoacidos) e para obtencdo da matéria seca e da taxa de crescimento relativo.

3.2  Avaliacdo da matéria seca e da taxa de crescimento relativo

Para determinacdo da matéria seca (MS) as plantas foram coletadas no dia da indugéo
dos tratamentos nitrogenados, aos 14 dias (380 ppm CO>) e aos 28 dias (760 ppm CO2) apos a
aplicacdo dos tratamentos. As plantas foram pesadas e posteriormente secas em estufa com
circulacdo forcada de ar a 65 °C durante 72 horas e em seguida, novamente pesadas para
obtencdo da matéria seca (MS). A taxa de crescimento relativo (TCR), foi calculada de acordo
com Magalh@es (1979).

3.3  Avaliacdo das trocas gasosas e da fotorrespiracdo

As medicOes das trocas gasosas foram realizadas aos 14 e aos 28 dias apés a inducéao
dos tratamentos nitrogenados, utilizando folhas totalmente expandidas. A taxa liquida de
assimilacdo de CO- (A), conduténcia estomatica (gs), concentragdes intracelular e ambiental de
CO2 (Ci e Ca), taxa transpiratoria (E) foram obtidas entre 9 e 10 horas a partir do analisador
portatil de trocas gasosas, IRGA modelo LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, EUA. A eficiéncia
instantdnea do uso da 4gua (EUA) e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua foram calculadas a
partir das razdes A/E e A/gs respectivamente. Nas mesmas folhas, com o mesmo equipamento,
foram realizadas medidas de respira¢do no escuro (Rn), no periodo entre 4:00 e 5:00 horas da
manha.

A partir dos dados do IRGA, calculou-se também a taxa fotorrespiratoria (FR) de acordo
com Sharkey (1988), segundo as Equagdes:
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1
FR=10,5.vo @

vo=(A+Rn)/(14-0,5) @)

onde Vo € a taxa de oxigenacdo da Rubisco, A é taxa assimilatoria liquida de CO2, Rn é a
respiracdo medida no escuro, e ¢ é a relacdo entre as taxas de carboxilagdo e oxigenacao da
Rubisco (FARQUHAR; VON CAEMMERER, 1980).

3.4 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos: clorofilas a, b e carotenoides

As concentragdes dos pigmentos cloroplastidicos, clorofilas a, b e carotendides
(xantofilas + carotenos) foram determinadas de acordo com a metodologia de Lichtenthaler e
Buschmann (2001). Foram macerados 100 mg de matéria fresca em 15 ml de acetona 80%. Na
sequéncia, as amostras foram filtradas, o volume foi completado para 30 ml e as leituras
realizadas em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda 645, 663 e 445 nm para clorofilas

a, b, e carotenoides, respectivamente.

3.5  Avaliagéo da fluorescéncia da clorofila a

Nas mesmas folhas e nos mesmos dias em que foram feitas as analises de trocas gasosas,
com o auxilio de um fluorémetro portatil MINI-PAM (Walz Inc.), foram medidos os valores de
fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm), a partir dos quais calculou-se a
fluorescéncia variavel (Fv) e a eficiéncia fotoquimica do PSII (Fv/Fm). Para obtencdo de Fo as
folhas selecionadas foram adaptadas ao escuro para oxidacdo dos centros de reacao de PSII, na
sequéncia, um pulso de luz branca saturante (8000 pmol m~2 s~1) foi aplicado para obtencio da

fluorescéncia méxima adaptada a luz (Fm).

3.6  Avaliacdo da velocidade maxima de carboxila¢do da Rubisco (Vcmax), da taxa de
transporte elétrons utilizados para regeneracéo da ribulose 1,5 bifosfato (Jmax) e
da taxa de utilizacéo da triose-fosfato (TPU)

As curvas de resposta da assimilacdo liquida de CO2 (A) ao aumento da concentracao
intercelular de CO> (Ci) foram realizadas em folhas completamente expandidas aos 14 dias (380
ppm COz2) e aos 28 dias (760 ppm COz) apos indugdo dos tratamentos nitrogenados. Para a

curva A/Cc, a irradiancia foi mantida constante em 900 pumol de fotons.m2.s. A concentragéo
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de CO; foi modificada gradualmente na camara de medida do IRGA e variaram de 50 a 1700
umol de CO2 mol, na seguinte ordem: 380, 200, 100, 50, 380, 600, 800, 1300 e 1700 pmol
mol . Para a elaborac&o da curva, foi utilizado o modelo bioquimico desenvolvido por Sharkey
(2016), para plantas C3, utilizando-se valores de Cc, ao invés de Ci, por meio de férmulas
desenvolvidas pelo mesmo autor em Excel. Segundo esse modelo, a taxa fotossintética liquida
é dada pelo menor valor que se pode obter, em razdo das limita¢cdes impostas pela atividade da

Rubisco (Ac), pela taxa de transporte de elétrons (Aj) ou pela utilizacdo das trioses fosfato (Ap),

ou seja:
A =min{A., A;, Ay} (3)
em que:
4, = (Cc—r1 *)chgx _R, (@)
C.+k:1+ %,

Ci—r1* ()

A =]——

=] 4C; — 81 *
6
A, = 3TPU ©

onde Cc é a pressdo parcial de CO2 no cloroplasto, T'* é o ponto de compensagdo
fotorrespiratorio, Vemax @ velocidade méaxima de carboxilagdo da Rubisco, K¢ a constante
cinética da reacdo de carboxilagdo da Rubisco, K, a constante cinética da reagdo de oxigenacgao
da Rubisco; O a pressao parcial de Oz no cloroplasto, R¢ a taxa de respiracdo mitocondrial na
luz, J a taxa de transporte elétrons utilizados para regeneracao da ribulose 1,5 bifosfato (RuBP)

e TPU a taxa de utilizacdo da triose-fosfato.

3.7 Quantificagdo de N total, NOs, NH4*, P, K, Ca, Mg e S

O N total foi obtido de acordo com o método de Kjedahl (AOAC, 1998), pesou-se 1 g
de materia seca foliar moida, no qual foram adicionados 1,5 g de sulfato de potéssio (K2SQOa),
0,3 g de sulfato de cobre (CuSQO4) e 3 ml de &cido sulfdrico concentrado. A mistura foi colocada

em bloco digestor a 50 °C, aumentando a temperatura gradativamente até atingir 370 °C (até
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atingir a coloragéo verde-clara), procedeu-se a determinagdo do N total no destilador, onde
foram colocados 10 mL de NaOH 13N e 10 mL da solucdo &cido-bérico indicador (verde de
bromocresol + vermelho de metila). Posteriormente, o destilado foi titulado com HCI 0,07143
N até que houvesse mudanca da cor azul para rosa escuro. O volume gasto na titulacdo
representou a porcentagem de N na amostra.

A determinacdo de nitrato foi executada conforme o método de Cataldo et al. (1975).
Foram utilizados 100 mg de matéria seca foliar ou radicular e 400 uL do reagente salicilico
(&cido salicilico 5% p/v em H2SO4 concentrado). Decorridos 20 minutos, a temperatura
ambiente, foram adicionados lentamente 9,5 mL de NaOH (2N). Apos resfriamento a
temperatura ambiente, os tubos foram agitados e medidas as absorbancias a 410 nm.

A determinacdo de amonio seguiu a metodologia estabelecida por McCullough (1967).
Em 100 mg de matéria seca foliar ou radicular, adicionaram-se 500 pL do reagente | e 500 pL
do reagente Il, perfazendo ao todo 1,1 mL. Reagente I: Fenol 0,1 M + SNP (nitroprussiato de
sodio) 170 uM. Reagente 1I: NaOH 0,125 M + NaHPQO4. 12H,0 0,15M + NaOCI (3% Cl>).
Apbs a adicdo do reagente |, agitou-se para depois acrescentar o reagente Il, em seguida 0s
tubos foram transferidos para banho-maria a 37 °C, por 35 minutos. As leituras foram realizadas
a 625 nm.

Para determinacdo de fosforo, potassio, calcio magnésio e enxofre a amostra foliar foi
digerida em solucdo de acido nitrico e perclérico. Para quantificar o fosforo utilizou-se o
método colorimétrico, que se baseia na leitura da intensidade da cor do complexo amarelado
formado da reacdo do fésforo com a mistura de molibdato de aménio e vanadato de amonio. O
potassio foi quantificado por fotometria de chama. Ca e Mg foram determinados por absor¢éo
atdbmica e o S por turbidimetria (BATAGLIA et al. 1983).

3.8  Determinacdo de amido, agucares solUveis totais, acucares redutores, sacarose,
proteinas e aminoécidos livres totais

Essas macro e micromoléculas foram extraidas pela homogeneizacéo de 1 g de tecido
foliar ou radicular, secos, em 5 mL de tampédo fosfato de potassio, 100 mM e pH 7,0. O
homogenato foi centrifugado a 5.000 g por 10 minutos coletando-se o sobrenadante. O processo
foi repetido por duas vezes e os sobrenadantes, combinados. Para a quantificacdo de acucares
soluveis totais e amido, foi utilizado o metodo da Antrona (hidroxiantranceno) (DISCHE,

1962), e para os agucares redutores, o protocolo descrito por Miller (1959), com uso do &cido
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3,5-dinitrosalicilico (DNS). A concentragdo de sacarose foi estimada pela diferenga entre
acucares solUveis totais e agUcares redutores.

No mesmo extrato obtido a proteina total foi estimada pelo método de Bradford (1976)
e a concentracdo de aminoacidos livres foi determinada conforme método de Yemm e Coccking

(1955) com o padréo glicina.

3.9 Avaliacdo das enzimas de assimilacdo do nitrogénio (RN, GS), enzima do
metabolismo de acucares (Invertase) e da enzima respiratoria malato
desidrogenase dependente de NADH (MDH)

Para a realizacdo dos ensaios da RN e GS, os extratos enzimaticos foram obtidos a partir
da maceracdo de 1 g de matéria fresca foliar ou radicular em nitrogénio liquido, adicionaram-
se 5 mL de tampéo de extracdo contendo tampéo de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5),
PMSF 1 mM, EDTA 100 mM, 10% PVPP e DTT 2 mM. O extrato foi centrifugado a 13.000 g
por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado como fonte enzimatica.

A atividade da RN (E.C.1.6.6.1) foi quantificada utilizando protocolo descrito por
Berger e Harrison (1995) com algumas modificacdes. Aliquotas de 20 pL do extrato foram
adicionadas ao meio de reacdo constituido por tampdo fosfato 0,1 M, pH 7.5, B-NADH 0,2 mM
e KNOs 10 mM, perfazendo um volume final de 200 pL. A reagéo foi iniciada pela adi¢ao de
NADH, ap6s a incubagdo do meio, por 3 minutos, a 30 °C. A oxidagdo do NADH foi monitorada
pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, durante 10 minutos, em intervalos de 1 minuto e
a quantificacdo foi feita a partir dos 5 minutos de decaimento.

A GS (EC 6. 3. 1. 2) foi avaliada como proposto por Ratajczak et al. (1981). O ensaio
da GS foi realizado tomando-se uma aliquota de 300 uL do extrato bruto, adicionaram-se 700
ML de um meio reacional contendo 200 pL de tampéo tris-HCI 0,5 M, pH 7,5; 100 pL de
mercaptoetanol 0,1 M; 50 puL de MgS0O4.7H20 0,4 M; 150 pL de NH2OHCI 0,1 M; 100 pL de
glutamato monossodico 0,5 M e 100 puL de ATP 0,1 M. Incubou-se a mistura a 30 °C por 30
minutos. A reagéo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de uma solugdo composta de FeCls 0,37
M, HCI 0,67 M e &cido tricloroacetico (TCA) 0,2 M. Em seguida, centrifugou-se a 16.000 g
por 5 minutos, o quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em
espectrofotdmetro a 540 nm e a atividade enzimatica expressa em pmol de GHA g MF ht.

A extracdo da invertase (EC 3.2.1.26) foi feita pela homogeinizacao de 0,4 g de tecido
fresco de folhas e de raizes adicionados de 1,5 mL de meio constituido de tampé&o fosfato de
potassio (100 mM pH 7,5), Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (1 mM), MgCl, (5 mM) e

DTT (1 mM). Posteriormente, o conjunto foi centrifugado a 18.000 g a 4 °C, durante 20 minutos
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(CAIRO et al., 2009). O pellet foi utilizado para extragdo da invertase &cida da parede celular,
a metodologia foi realizada de acordo com Fahrendorf e Beck (1990). A atividade enzimatica
foi avaliada pela quantificacdo de acucares redutores produzidos, segundo protocolo descrito
por Miller (1959), utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

A atividade da malato desidrogenase dependente de NADH (MDH: EC 1.1.1.37) foi
mensurada seguindo o decréscimo da absorbancia a 340nm devido a oxidagdo do NADH. A
analise foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por Lopez-Millan et. al (2000)
com algumas alteragoes. 20 pL do extrato de folhas foram adicionados a solu¢ao contendo Tris-
HCI1 50 mM (pH 8,0) e NADH 0,1 mM. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 20 pL de

oxaloacetato (20 mM).

3.10 Atividade das enzimas do metabolismo antioxidante e conteudo de H20:2

Os extratos enzimaticos foram obtidos a partir de 200 mg de tecidos foliares ou
radiculares frescos macerados em N liquido acrescido de PVPP (Polivinilpolipirolidona)
insoltvel, adicionaram-se 1,5 mL do tampdo de extracdo composto de: Fosfato de potassio 400
mM (pH 7,8), EDTA 10 mM e &cido ascorbico 200 mM. O homogeneizado foi centrifugado a
13.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado foi utilizado para quantificacdo das
atividades da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX). A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo
do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). As leituras foram realizadas
a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50%
a fotorreducdo do NBT nas condi¢Oes de ensaio. A atividade da APX foi determinada segundo
Nakano e Asada (1981), por meio do monitoramento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290
nm e o coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM™ cm™. A atividade da CAT foi
determinada conforme Havir e McHale (1987). A atividade dessa enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo
consumo de perdxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™ cm-
1 conforme descrito por Azevedo et al. (1998).

O H20; foi determinado a partir de 200 mg de tecidos foliares ou radiculares frescos
macerados em nitrogénio liquido, homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000
g por 15 minutos, a 4 °C. Mediu-se a absorbancia a 390 nm em um meio de reacdo, contendo
tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0 e 1 mL de iodeto de potassio (VELIKOVA et al.,
2000).



37

3.11 Analises estatisticas e delineamento experimental

O experimento foi arranjado em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial (2 x 2 x 3). Sendo as fontes de variagdo: duas fontes de N (NOs ou NH4"),
duas concentracdes de CO2 (380 ou 760 pL.L™) e trés cultivares (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e
‘Catuai’) com cinco repeticdes (60 parcelas) com duas plantas por parcela, totalizando 120
plantas. Os dados obtidos foram submetidos as pressuposicdes da ANOVA, verificou-se a
normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, realizou-se a analise de
variancia com a significancia das fontes de variacdo verificada pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade. Para o estudo das médias, quando verificada significancia, realizou-se a

comparacado, por meio da sobreposicdo do erro padrdo e pelo teste de Scott-Knott (p < 0.05).
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4 RESULTADOS

4.1  Producdo de matéria seca e taxa de crescimento relativo

A produgdo de matéria seca total (MST) das trés cultivares de cafeeiro utilizadas
(‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’) foi positivamente influenciada pela elevacdo da [CO2]
(FIGURA 1A). Além disso, a maior producdo de biomassa foi verificada no tratamento com
NH4".

Nas plantas tratadas com nitrato (NO3"), 0 acimulo de biomassa nas cultivares Mundo
Novo e Rubi apresentou acréscimo de 10,0%, enquanto que a MST da cultivar Catuali,
aumentou 13,0%. Nas plantas tratadas com amdnio (NH4*), a maior [CO2] (760 pL de CO L
de ar), propiciou maiores elevacfes na MST, sendo os acréscimos de 18,0; 14,0 e 25,0% para
‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’ respectivamente.

Sob elevada [CO2], as trés cultivares, apresentaram aumentos significativos na taxa de
crescimento relativo (TCR) em ambos os tratamentos nitrogenados (FIGURA 1B). Para a
cultivar Catuai, a maior [CO2] aumentou a TCR, que passou de 0,2 para 0,35 g g* dia’ nas
plantas tratadas com NOs e de 0,2 para 0,40 g g* dia?® nas plantas tratadas com NH4". Em
“Mundo Novo’ e ‘Rubi’ a TCR elevou-se de 0,2 para 0,3 g g dia® em ambos os tratamentos
nitrogenados.

A elevada [CO-] promoveu também, um maior acimulo de matéria seca na parte aérea
(MSPA) e de matéria seca radicular (MSR) em ambas os tratamentos nitrogenados,
independente da cultivar analisada (FIGURAS 1C e 1D). A MSPA foi elevada em 10% no
tratamento nitrico e em 18% no tratamento amoniacal. A MSR aumentou em 20% nas plantas
de Mundo Novo’ e ‘Rubi, independente da fonte de nitrogénio aplicada. Nas plantas da cultivar
Catual, os acréscimos na MSR foram de 20% e 40%, nos tratamentos com NOs e com NH4*
respectivamente.

Quando as fontes de nitrogénio foram comparadas dentro da elevada [CO2], o
tratamento com NH.* resultou em maiores acréscimos na MST e na MSPA de todas as
cultivares. Para a cultivar Catuai, sob alta [CO2], além de maiores MST e MSPA, foram
observados também, maiores valores de TCR e MSR no tratamento com NH4" do que no
tratamento com NOz” (FIGURAS 1A, 1B, 1C e 1D).
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Figura 1 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio no acumulo de matéria seca
total (A), na taxa de crescimento relativo (B), matéria seca da parte aérea (C) e na
matéria seca da raiz (D) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (continua)
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Figura 1 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio no acumulo de matéria seca
total (A), na taxa de crescimento relativo (B), matéria seca da parte aérea (C) e na
matéria seca da raiz (D) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (concluséo)
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentragédo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).

4.2  Teores de pigmentos fotossintéticos: clorofilas a, b e carotenoides

Os teores de clorofilas a e b foram significativamente maiores nas plantas submetidas a
elevada [COz2], em ambas as fontes de nitrogénio, independente da cultivar. Para todas as
cultivares, as maiores concentracdes de clorofilas a e b foram observadas nas plantas tratadas
com NH4" e alto CO,. A interagdo entre 760 uL de CO2 L™t e NO3 aumentou em 27 e 40% 0s
teores de clorofilas a e b, enquanto que a interacdo entre alto CO2 e NH4" elevou a concentragdo
desses pigmentos em 50 e 75% respectivamente (FIGURAS 2A e 2B).

Dentro da concentraco 380 puL de CO2 L%, ndo foram verificadas diferencas para essas
variaveis, a fonte de nitrogénio ndo interferiu nos teores das clorofilas (FIGURAS 2A e 2B).

Os teores de carotenoides ndo diferiram significativamente entre os tratamentos
(FIGURA 1C).
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Figura 2 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio no teor de clorofila a (A),
clorofila b (B), e carotenoides (C) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
(continua)
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Figura 2 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio no teor de clorofila a (A),
clorofila b (B), e carotenoides (C) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
(concluséo)
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracédo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).

4.3  Trocas gasosas

A anélise de variancia para taxa de fotossintese liquida (A), concentracdo de carbono
interno (Ci), e condutancia estomatica (gs) indica significancia para a interacdo fonte
nitrogenada e elevada [CO:] (FIGURAS 3A, e 3B e 3C). Para as trés cultivares, as plantas
mantidas sob elevada [CO-], independente do tratamento nitrogenado, aumentaram de forma
significativa A e Ci, por outro lado, reduziram gs.

No entanto, as trés variaveis, A, Ci e gs, ndo foram influenciadas significativamente,
quando comparadas as fontes de nitrogénio dentro da concentragéo de 380 uL de CO, L.

A elevacdo da [COz], nas plantas tratadas com NOgz", resultou em aumentos na A de 6,6
para 9,8 (48%); de 7,8 para 10,6 (35%) e de 7,7 para 12,3 (60%) pumol de CO; m? s para
‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’ respectivamente. Ja nas plantas tratadas com NH4", esses
acréscimos foram significativamente superiores, os valores praticamente dobraram, visto que,
A foi de 6,95 para 12,3 pmol de CO, m? s* nas plantas da cultivar Mundo Novo, de 7,0 para
13,8 umol de CO, m? st em ‘Rubi’ e de 7,3 para 15,4 umol de CO, m? st em ‘Catuai’ (FIGURA
3A).
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Por outro lado, reducbes de 30% na gs foram verificadas diante da elevacdo da [CO-]
para as duas fontes nitrogenadas e para as trés cultivares (FIGURA 3B).

A maior [CO2] elevou em aproximadamente duas vezes a concentragdo de carbono na
camara subestomatica (Ci), independente da forma de nitrogénio aplicada e da cultivar utilizada
(FIGURA 3C).

Os valores de taxa transpiratoria (E), (FIGURA 4A), reduziram 35% sob 760 uL de CO-
nas plantas das trés cultivares, em ambos os tratamentos nitrogenados.

Comparando as concentra¢@es de CO, independente do tratamento nitrogenado, as trés
cultivares apresentaram eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E) e eficiéncia intrinseca do
uso da agua (A/gs) significativamente maiores sob 760 uL de CO>. Sob elevada [CO:], a relacdo
AJE triplicou no tratamento com NH4*, e duplicou no tratamento com NOs". A elevacdo da
[CO2], também resultou na duplicagdo da A/gs tanto nas plantas tratadas com NH4* quanto nas
plantas com NO3z™ (FIGURAS 4B e 4C).

Para as variaveis gs, Ci, E e A/gs ndo foram observadas alteracdes significativas quando
comparadas as fontes de nitrogénio dentro de cada [CO] (FIGURAS 3B, 3C, 4A e 4C).

Figura 3 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio na taxa assimilatoria liquida
(A), na condutancia estomatica (B) e na concentracdo interna de CO. (C) de
cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (continua)
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Figura 3 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio na taxa assimilatoria liquida
(A), na condutancia estomatica (B) e na concentracdo interna de CO. (C) de
cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (conclusao)
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 4 - Efeito da concentragéo de CO- e da fonte de nitrogénio na taxa transpiratoria (A), na
eficiéncia instantanea do uso da &gua (B) e na eficiéncia intrinseca do uso da agua
(C) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (continua)
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Figura 4 - Efeito da concentragéo de CO- e da fonte de nitrogénio na taxa transpiratoria (A), na
eficiéncia instantanea do uso da &gua (B) e na eficiéncia intrinseca do uso da agua
(C) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica). (conclusdo)
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracédo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).

4.4  Fotorrespiracdo e eficiéncia fotoquimica

Quando foi analisado o efeito da elevagdo da [CO-] sobre a taxa fotorrespiratoria (FR),
(FIGURA 5A), foram observadas significativas redugdes. Essa queda foi de aproximadamente
28% independente do tratamento nitrogenado e da cultivar utilizada. Contudo, ndo houve
diferencas significativas quando foram comparadas as fontes nitrogenadas dentro de cada
[CO2].

Ao analisar a eficiéncia do PSII constatou-se que a elevacdo da [CO.] aumentou
significativamente a relagcdo Fv/Fm. O aumento nessa variavel foi de 40% para ‘Mundo Novo’,
‘Rubi’ e ‘Catuai’, em ambos os tratamentos nitrogenados (FIGURA 5B).

No entanto, ndo foram verificadas diferencas significativas para o efeito do fator fonte de
nitrogénio dentro das concentragdes de CO,.
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Figura 5 - Efeito da concentragéo de CO- e da fonte de nitrogénio na taxa fotorrespiratoria (A),
e na eficiéncia do PS Il (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).

45  Velocidade maxima de carboxilacdo, taxa de transporte de elétrons, taxa de
utilizagéo de triose-fosfato
O aumento na [CO2] para 760 uL de CO, L™ influenciou positivamente a velocidade
méaxima de carboxilacdo da Rubisco (Vcmax), a taxa de transporte de elétrons usados para
regeneracdo da RuBP (Jmax) e a taxa de utilizacdo de triose-fosfato (TPU) em todos os
tratamentos. Em adicéo, sob elevada [COz], independentemente da cultivar, as plantas tratadas
com NH4* apresentaram valores de Vcmax, Jmax e TPU significativamente maiores quando

comparadas as plantas com NOz™ (TABELA 1).
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Tabela 1 - Efeito da concentragdo de CO> e da fonte de nitrogénio na velocidade méxima de
carboxilacdo da Rubisco (Vcmax); taxa de transporte de elétrons usados para
regeneracdo da RuBP (J) e, a taxa de utilizacao de triose-fosfato (TPU) de cultivares
de cafeeiro (Coffea arabica) (n = média de 5 repeti¢Ges + erro padrdo da média).

NITRATO
Vemax Jmax TPU
umol de CO,.m?2.s?
Mundo Novo (380uL CO, L™) 28,55+1,42 36,48+1,86 2,79+0,13
Mundo Novo (760pL CO, L™) 59,64+2,98 71,87+3,51 4,36+0,21
Rubi (380uL CO, L™) 21,55+1,23 27,69+1,35 2,02+0,11
Rubi (760uL CO, L™) 49,63+2,88 68,11+3,47 3,96+0,20
Catuai (380puL CO, L™ 18,44+1,01 33,98+2,04 3,06+0,15
Catuai (760puL CO, L) 51,88+2,54 74,18+3,59 4,99+0,23
AMONIO
Vemax Jmax TPU
umol de CO,.m2s?
Mundo Novo (380uL CO, L) 38,82+2,94 49614251  3,79+0,19
Mundo Novo (760uL CO, L™) 81,10+4,91 97,73+4,86 5,93+0,28
Rubi (380uL CO, L™1) 29,31+1,46 37,65+1,88  2,75%0,14
Rubi (760puL CO, L™1) 67,49+ 3,49 92,22+4,82  5,39+0,27
Catuai (380pL CO, L) 25,07+1,95 46,2142,43  4,16+0,25
Catuai (760uL CO, L) 70,55% 3,60 100,88+5,17 6,79+0,33

Fonte: Da autora (2020).

46  Taxa respiratoria e atividade da malato desidrogenase (MDH)

A elevacdo da [CO] favoreceu significativamente a taxa respiratoria (Rn), em ambos

os tratamentos nitrogenados e independentemente da cultivar (FIGURA 6A). Além disso,

qguando foram comparadas as diferentes fontes nitrogenadas, na concentracao de 760 uL de CO>

L1, diferencas significativas foram observadas, sendo os maiores valores verificados no

tratamento com NH4". Para as plantas tratadas com NOs", a elevacgdo da [CO2] aumentou a Rn

em duas vezes. Enquanto que, para as cultivares tratadas com NH4" esse aumento foi de 2,7

vezes (FIGURA 6A). A respiragdo foliar (Rn) ndo sofreu interferéncia da fonte de nitrogénio

sob 380 uL de CO, L,
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Sobre a avaliagdo da enzima malato desidrogenase (MDH), verificou-se que o aumento

da [CO;] para 760 pL de CO, L, afetou positivamente a atividade da proteina, a qual foi

elevada em 50% independente da fonte de nitrogénio e da cultivar utilizada. Dentro das

concentragfes de CO, ndo foram observadas diferengas entre as fontes nitrica e amoniacal

(FIGURA 6B).

Figura 6 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio na taxa respiratéria (A), e na
atividade da malato desidrogenase (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco

repetigoes.

Fonte: Da autora (2020).



50

4.7  ConcentracOes de agUcares solUveis totais, agucares redutores, sacarose e amido

Quando se analisou o efeito da elevacdo da [CO2] dentro de cada tratamento
nitrogenado, foram observadas significativas alteracGes nas concentracGes de agucares soluveis
totais (AST), acucares redutores (AR), sacarose e amido, nos tecidos foliares e radiculares das
trés cultivares, avaliadas (FIGURAS 7, 8, 9 e 10).

Nos tecidos foliares de ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’, a elevacdo da [CO2] reduziu
a concentracdo de AST em 45%, AR em 40% e sacarose em 25% independente da fonte
nitrogenada. Entretanto, nas folhas, a quantidade de amido foi significativamente aumentada
sob elevado CO», esse aumento foi superior nas plantas com NH4* (68%) quando comparadas
as plantas com NOz™ (42%) (FIGURAS 7A, 8A, 9A e 10A).

Nas raizes, o efeito da [CO2], dentro dos tratamentos com NOs ou NHs", foi
significativo para AST, AR e sacarose, assim como para ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’. A
elevacdo da [CO-] resultou em aumentos de 70% e 75% e 65% nas quantidades de AST, AR e
sacarose respectivamente, tanto para tratamentos com NOs quanto para 0os com NH4*. Além
disso, nos tecidos radiculares os tratamentos ndo alteraram significativamente a quantidade de
amido (FIGURAS 7B, 8B, 9B e 10B).

As concentragdes de agucares sollveis totais (AST), agUcares redutores (AR), sacarose
e amido, dos tecidos foliares e radiculares das trés cultivares, ndo apresentaram diferencas
significativas quando foram comparadas as fontes nitrogenadas dentro de cada condicéo de CO>
(380 ou 760 pL de CO, L?), exceto para os teores de amido nas folhas, que apresentaram
maiores valores no tratamento com NH4" e elevada [CO.] (FIGURAS 7, 8, 9 e 10).
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Figura 7 - Efeito da concentracdo de CO: e da fonte de nitrogénio na concentragéo de agucares
sollveis totais (AST) em folhas (A), e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea
arabica).
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As letras maitsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 8 - Efeito da concentracdo de CO: e da fonte de nitrogénio na concentragéo de agucares
redutores (AR) em folhas (A), e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea

arabica).
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco

repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 9 - Efeito da concentragdo de CO; e da fonte de nitrogénio na concentracéo de sacarose
em folhas (A), e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 10 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio na concentragdo de amido
em folhas (A), e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).

4.8  Atividade enzimatica da invertase acida da parede celular

A atividade da invertase acida (INV) foi diferencialmente influenciada pela condicédo de
disponibilidade de CO> nas folhas e raizes de ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’.
Nos tecidos foliares das trés cultivares, elevacdo da [CO2] levou a reducdo de 30% na

atividade da enzima independente da fonte nitrogenada (FIGURA 11A).
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Nas raizes foi observado efeito contrario, sob 760 pL de CO, L foram verificados
incrementos de 50% e 60% na atividade da INV para os tratamentos nitrico e amoniacal
respectivamente (FIGURA 11B).

Figura 11 - Efeito da concentracdo de CO> e da fonte de nitrogénio na atividade da invertase
acida da parede celular em folhas (A), e raizes (B), de cultivares de cafeeiro
(Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticdes.

Fonte: Da autora (2020).
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4.9  Concentracdes de aminoacidos e proteinas

Sobre o efeito da elevagdo da [CO2] dentro de cada tratamento nitrogenado foram
observadas significativas alteracdes nas concentracdes de aminoacidos (AA) e proteinas (PT)
nos tecidos foliares e radiculares para todas as trés cultivares avaliadas (FIGURAS 12 e 13).

Nas folhas das trés cultivares, a elevacdo da [CO-] reduziu a concentracdo de AA em
34% independente da fonte nitrogenada.

Nos tecidos foliares das plantas tratadas com NH4*, os teores de PT aumentaram 10%
em resposta alta [CO-]. No entanto, com a aplicacdo de NOs’, os teores de PT reduziram em
20%.

Por outro lado, os teores de aminoacidos livres totais, nas raizes, aumentaram cerca de
2,5 vezes (FIGURA 12B), sob 760 uL de CO, L, mediante da aplicacdo de NOs ou de NH4*.

Nas raizes, os teores de PT também foram significativamente superiores sob alta [CO-].
Sob alta [CO2] nesse tecido, o teor de PT no tratamento amoniacal superou o tratamento nitrico.
Os acréscimos foram de 45% e 20% para NHs" e NOs™ respectivamente (FIGURA 13B).
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Figura 12 - Efeito da concentragdo de CO. e da fonte de nitrogénio na concentracdo de
aminoéacidos nas folhas (A) e raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco

repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 13 - Efeito da concentracdo de CO. e da fonte de nitrogénio na concentracdo de
proteinas nas folhas (A) e raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).

4.10 Teores de nitrato e amonio

Nas folhas e nas raizes os teores de NOs~ foram superiores nas plantas tratadas com
NO3™ independente da concentragdo de CO> e da cultivar (FIGURAS 14A e 14B). Assim como
os teores de NH4" foram superiores nas plantas tratadas com NHs* independente da
concentracdo de CO, da cultivar utilizada do tecido vegetal avaliado.
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Nas folhas das plantas tratadas com NOs", a elevacdo da [CO-] afetou negativamente o
teor de NOs3 ™ essa variavel diminuiu, de 90 para 45 pmol.g™* MS (50%). N&o foram observadas
variacoes nos teores de NO3™ nas folhas das plantas tratadas com NH4*. O valor encontrado foi
de 1,8 pmol.g MS e manteve-se independente da concentracdo de CO2 (FIGURA 14A).

Os teores de NH4", nas folhas, também reduziram significativamente quando se elevou
a [CO;] os resultados passaram de 105 para 85 nmol.g™ MS (19%) nas plantas submetidas ao
NH,* e de 45 para 30 nmol.g™* MS (33%) nas tratadas com NOs~ (FIGURA 15A). Os teores de
NH.*, nas plantas tratadas com NH.", foi de 2,3 vezes maior sob 380 pL de CO, L e foi 2,8
vezes superior sob 760 pL de CO2 L1,

Os resultados dos teores de NOs™ nas raizes estdo apresentados na Figura 14B. Nas
plantas tratadas com NH4*, ndo houve variagdo no teor de NOs™ independente da [CO2]. No caso
das plantas tratadas com NOs™, houve aumento de 56% nos teores NO3™ sob maior [CO2].

De acordo com a Figura 15B, os teores de NHs" no sistema radicular variaram
significativamente entre os diferentes tratamentos. A quantidade de NH4* foi significativamente
aumentada apos exposicdo ao alto CO2, sendo 0s maiores teores observados nos tratamentos
com NH.". Nesse tratamento, a maior [CO2] elevou o teor de NH4"em 17% (58 para 68 nmol.g°
1 MS). No tratamento com NOs sob 760 pL de CO, L, a oscilagdo foi de 45% (18 para 26
nmol. gt MS)
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Figura 14 - Efeito da concentracdo de CO: e da fonte de nitrogénio nos teores de nitrato nas
folhas (A) e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco

repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 15 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio nos teores de amoénio nas
folhas (A) e raizes (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco

repeticoes.
Fonte: Da autora (2020).

4,11 Teores de macronutrientes

Para as trés cultivares, nas plantas submetidas a elevada [CO2] foram verificadas
reducdes significativas nos teores de todos 0s macronutrientes independente do tratamento
nitrogenado (FIGURAS 16, 17 e 18).

Comparando as concentragdes de CO., independente do tratamento nitrogenado sob

elevada [CO;] (760 uL de CO2 L), as trés cultivares apresentaram reducdes de 20% nos teores
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de N e P, (FIGURAS 16A e 16B), de 18% no teor de S (Figura 18B) e de 25% para Mg, K e
Ca (FIGURAS 17A,17B e 18A).

Os teores de nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K), enxofre (S), magnésio (Mg) e
calcio (Ca) ndo diferiram significativamente, quando foram comparadas as fontes de nitrogénio
dentro das concentragdes de 380 uL de CO, L™t e 760 uL de CO, L™

Em ambas as concentragdes de CO», a sequéncia decrescente de nutrientes encontrada
foi N, K, Ca, Mg, P e S (TABELA 2). Sendo que, nas plantas com NOz’, para as duas
concentragdes de CO., dentro de ‘Mundo Novo’, Ca e K néo diferiram entre si, assim como P,
Mg e S ndo diferiram significativamente, para ‘Rubi’, apenas P e S ndo diferiram, para ‘Catuai’
os teores de P, Mg e S foram iguais. Nas plantas com NH4", para ‘Mundo Novo’ e ‘Catuai’, P
e S néo diferiram entre si independente da [CO.]. Dentro da cultivar Rubi, sob 380 uL de CO2
L1, K e Ca foram iguais. Os demais tratamentos apresentaram significancia para todos os

nutrientes avaliados.
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Figura 16 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio nos teores de nitrogénio (A)
e fosforo (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 17 - Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de nitrogénio nos teores de magnésio (A)
e potéssio (B), de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 18 - Efeito da concentragdo de CO; e da fonte de nitrogénio nos teores de calcio (A) e
enxofre (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).



66

Tabela 2 - Efeito da concentracdo de CO- e da fonte de nitrogénio nos teores de macronutrientes
de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica)

NITRATO
N P K Mg S Ca
mg/g
Mundo Novo (380uL CO, L)  36,32a 2,13c 16,98b 259c 2,03c  14,78b
Mundo Novo (760uL CO, L)  30,74a 1,75¢ 12,94b 199c 1,66c 11,82b

Rubi 380 (UL CO, L™) 32,69a 2,08e 18,60b 3,17d 1,8% 16,25c
Rubi (760uL CO, L™) 25,8la 1,70e 13,25b 2,14d 1,55e 10,50c
Catuai (380uL CO, L) 3423a 2,21d 17,690 2,89d 2,22d 13,99c
Catuai (760uL CO, L™) 28,56a 1,64d 14,01b 2,22d 1,79 11,30c
AMONIO
N P K Mg S Ca
mg/g

Mundo Novo (380uL CO, L) 3599a 2,09e 18,35b 2,91d 1,86e 13,7c
Mundo Novo (760uL CO, L) 30,13a 1,64e 14,21b 2,24d 1,41e 9,09c

Rubi 380 (UL CO, L) 3872a 232d 1598b 356c 1,73e  14,14b
Rubi (760pL CO, L) 2754a 185 1184b 257d 131f  9,20c
Catuai (380pL CO, L) 36,94a 227¢ 1647b 324d 2,03 12,97c
Catuai (760pL CO, L) 31,66a 176e 1353b 250d 1,62  10,25¢

Letras diferentes, nas linhas, indicam diferencas significativas a 0,05 de probabilidade pelo teste Scott-
Knott.
Fonte: Da autora (2020).

4.12 Atividades enzimaticas da redutase do nitrato (RN) e da sintetase da glutamina
(GS)

Nas folhas e nas raizes das trés cultivares a atividade da redutase do nitrato (RN) foi
influenciada pelas fontes de nitrogénio e pelas concentragdes de COx.

Nos tecidos foliares, os maiores valores de RN foram observados no tratamento nitrico
independente da [CO-]. Além disso, dentro do tratamento com NOs™foi verificada uma redugéo
de 23% sob alta [CO2]. Dentro do tratamento com NH4" ndo houve diferencas significativas
(FIGURA 19A).

Nas raizes, a maior [CO2] resultou em incremento de 35% na atividade da RN no

tratamento com NOs3. No tratamento com NHs" a atividade da RN ndo diferiu entre as
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concentracdes de CO.. Quando foi analisado o efeito da fonte nitrogenada em cada [CO2] as
maiores atividades da RN foram detectadas no tratamento com NOs (FIGURA 19B)

Nas folhas de ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’, a alta [CO2], levou a reducGes
significativas na atividade da GS, para todos os tratamentos (Figura 20A), a diminuicéo
verificada foi de 30% para as duas fontes nitrogenadas. Por outro lado, nesse mesmo tecido
vegetal, ndo houve diferencas significativas na GS quando foram comparados os tratamentos
com NH4" e NOs dentro das concentragdes de CO».

Em contrapartida, nas raizes, foram observados aumentos significativos na atividade da
enzima GS a partir da elevacdo da [CO-], os valores de GS foram 48% e 56% superiores no
tratamento com NO3™ e com NH4" respectivamente (FIGURA 20B).
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Figura 19 - Efeito da concentracdo de CO: e da fonte de nitrogénio na atividade da Redutase
do nitrato nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maitsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 20 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio na atividade da sintetase da
glutamina nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maiUsculas comparam o efeito da concentracdo de CO, (380 ou 760 pL de CO, L™ de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).

4.13 Atividade enzimatica do sistema antioxidante e conteudo de peroxido de
hidrogénio

As atividades da dismutase do superoxido (SOD), da peroxidase do ascorbato (APX) e
da catalase (CAT), bem como o contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) nos tecidos foliares

e radiculares das trés cultivares, apresentaram diferencas significativas quando foram
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comparadas as fontes nitrogenadas dentro de cada [CO-] (380 ou 760 uL de CO, L), e também
quando foi analisado o efeito da [CO2] dentro dos tratamentos com NOs™ ou com NH4".

Nas folhas, os maiores valores para essas variaveis foram verificados nos tratamentos
sob 380 pL de CO, L%, para as duas fontes de nitrogénio. Em contrapartida, nas raizes a
elevacdo da [CO-] resultou em incrementos significativos nas enzimas SOD, APX e CAT e na
quantidade de H>O». Vale ressaltar ainda, que para as trés enzimas do sistema antioxidante e
para o conteudo de H20», os dados encontrados em tecidos radiculares superaram os resultados
obtidos em tecidos de folhas em todas as avaliacdes (FIGURAS 21, 22, 23 e 24).

Nos tecidos foliares de ‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’, a elevacdo da [CO2] reduziu
a atividade da SOD em 34%, da APX em 20% e da CAT em 25% no tratamento com NOgz".
Ainda nas folhas, a atividade do sistema antioxidante, também reduziu nas plantas com NH.",
sob elevado COg, essa diminuigdo foi de aproximadamente 26% para SOD, 20% para APX e
30% para CAT. O contetdo de H>O; reduziu 25% e 30% nos tratamentos com NOz e NH4"
respectivamente (FIGURAS 21A, 22A, 23A e 24A). Além disso, para SOD e H20z, a
comparacdo entre as fontes de nitrogénio, sob 760 uL de CO2 L, foi significativa, sendo que
os resultados superiores foram observados nas plantas tratadas com NHa".

Nas raizes, o efeito da [CO], dentro dos tratamentos com NOs ou NH4", foi
significativo. A elevagdo da [COz], no tratamento com NOs’, resultou em aumentos de 52%,
58%, 41% e 100% nas varidveis SOD, APX, CAT e H20> respectivamente. E no tratamento
com NH4", 0 acréscimo foi de 21% para SOD, 87% para APX, 100% para CAT e H202 (Figuras
21B, 22B, 23B e 24B). Verificou-se também que, sob 760 uL de CO, L™, a comparagdo entre
as fontes de nitrogénio, mostrou resultados significativamente superiores nas plantas tratadas
com NH4".

Nos tecidos radiculares, sob 380 pL de CO2 L, a atividade da SOD e o contetido de
H20, também diferiram entre as fontes de nitrogénio, os resultados das plantas com NOs foram
52% e 41% inferiores aos das plantas com NH4" (FIGURAS 21B e 24B).
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Figura 21 - Efeito da concentracdo de CO; e da fonte de nitrogénio na atividade da Superoxido
dismutase (SOD) nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea
arabica).
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As letras maitsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 22 - Efeito da concentragdo de CO: e da fonte de nitrogénio na atividade da Ascorbato
peroxidase (APX) nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea
arabica).
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nitrogénio dentro de cada concentragdo de CO.. Letras diferentes indicam diferencas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 23 - Efeito da concentracdo de CO> e da fonte de nitrogénio na atividade da Catalase
(CAT) nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras maitsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras mindsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repetigdes.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 24 - Efeito da concentragéo de CO> e da fonte de nitrogénio no contetido de perdxido de
hidrogénio nas folhas (A) e nas raizes (B) de cultivares de cafeeiro (Coffea arabica).
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As letras mailsculas comparam o efeito da concentragéo de CO; (380 ou 760 uL de CO, L de ar) dentro
de cada fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*), letras minlsculas comparam o efeito das fontes de
nitrogénio dentro de cada concentracdo de CO.. Letras diferentes indicam diferengas significativas a
0,05 de probabilidade pelo teste Scott-Knott. As barras representam o erro padrdo da média das cinco
repeticoes.

Fonte: Da autora (2020).
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5 DISCUSSAO

Nesse trabalho foi verificado que os fatores concentracdo atmosférica de didxido de
carbono [CO;] (380 ou 760 pmol. L) e fonte de nitrogénio (NOs ou NH4*"), influenciaram os
processos fisioldgicos e o crescimento de cultivares de Coffea arabica (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’
e ‘Catuai’) em diferentes niveis, dependendo da resposta analisada. A interacdo entre esses dois
fatores, também foi significativa para diversas varidveis avaliadas. De modo geral, para a
espécie e cultivares avaliadas foram verificadas alteracfes favoraveis, a partir da elevagédo da
[CO2]. Além disso, a aplicacdo de nitrogénio na forma de NH.*, implicou em melhor
desempenho dos cafeeiros sob alta [COz].

Os resultados mostraram que a MST, MSPA, MSR e TCR, das trés cultivares de cafeeiro
estudadas, foram positivamente influenciadas pela elevacdo da [CO:], (FIGURA 1),
independente da fonte nitrogenada aplicada (NOs  ou NH4"). De fato, a producéo de biomassa
e a taxa de crescimento foram significativamente maiores nas plantas expostas a alta [CO2]. No
entanto, € importante destacar que essas plantas permaneceram mais tempo na camara de
crescimento, sendo avaliadas 14 dias depois das plantas cultivadas sob 380 pumol. L CO..
Assim, ndo pode ser descartada a hipdtese da influéncia desse maior periodo tempo sobre o
crescimento das plantas sob elevada [CO2].

Sendo a fotossintese 0 processo primario para producdo de biomassa, 0 incremento da
taxa fotossintética verificado nas plantas com alta [CO.] (FIGURA 3A) implicou em aumento
significativo no crescimento vegetal sob maior [CO.]. Segundo Ainsworth e Long (2005), 0
aumento na assimilacdo de carbono e a melhora na eficiéncia do uso da agua nas plantas
cultivadas sob alta [CO-], geralmente levam a acréscimos na biomassa dessas plantas, que sao
50% maiores do que nas cultivadas em [CO2] ambiente.

Coerentemente, nesse estudo, para as trés cultivares, as plantas sob elevada [CO2],
independente do tratamento nitrogenado, aumentaram de forma significativa A, Ci, A/E e A/gs
por outro lado, reduziram gs e E (FIGURAS 3A, 3B, 3C, 4A, 4B e 4C). Geralmente, as respostas
iniciais ao elevado CO> atmosférico, sdo aumento da assimilacdo de carbono e diminuicéo da
condutancia estomatica (LEAKEY et al., 2009). A alta [CO2] favorece a fotossintese e leva a
reducdo da condutancia estomatica e da transpiracdo, implicando em melhoria da eficiéncia do
uso da agua em muitas espécies de plantas (XU et al., 2016).

DaMatta et al. (2016) e Ghini et al. (2015), demonstraram que em cafeeiros cultivados
sob elevado CO ocorreram aumentos significativos nas taxas fotossintéticas das plantas, com

pequenas variaces na gs. Para Ainsworth e Rogers (2007), a alta disponibilidade de CO>
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atmosférico aumenta o gradiente de difusdo desse gas, da atmosfera para os cloroplastos, e,
assim, estimula a A ao passo que reduz gs e E, promovendo aumentos na eficiéncia do uso da
agua.

Em adicdo, uma menor taxa de fotorrespiracdo nas plantas sob elevado CO, também
auxiliaria a explicar as maiores taxas de crescimento encontradas nestas plantas (FIGURA 5A).
Em plantas C3 o aumento de CO; favorece o aumento da carboxilagdo em detrimento da
oxigenacdo, visto que o COz e O competem pelo mesmo sitio ativo da Rubisco
(AINSWORTH; ROGERS, 2007). Em duas cultivares de cafeeiro (Catuai e Obatd) cultivados
sob elevado COy, significativos aumentos na eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco, (50%),
levaram a expressiva reducao na fotorrespiracéo (30%) (DAMATTA et al., 2016).

Nesse trabalho, a estimulacdo das rea¢des bioquimicas devido ao aumento na [CO2] para
760 uL de CO, L™ foi verificada a partir de aumentos na velocidade maxima de carboxilacio
da Rubisco (Vcmax) e na taxa de transporte de elétrons usados para regeneracdo da RuBP
(Jmax) (Tabela 1). Concomitantemente, foram observadas altera¢des na atividade do aparato
fotoquimico, visto que os teores de clorofilas a e b (FIGURAS 2A e 2B) bem como a relagédo
Fv/Fm (FIGURA 5B), foram aprimorados sob elevada [CO2]. Pode-se inferir que a dissipacédo
de energia por fluorescéncia da clorofila a foi reduzida uma vez que maior quantidade de
energia foi direcionada para o funcionamento da etapa fotoquimica. Os pardmetros
determinados pela fluorescéncia da clorofila sdo bons indicadores dos processos envolvidos no
transporte fotossintético de elétrons. O pardmetro Fv/Fm indica a maxima eficiéncia
fotoquimica do PSII e se presta como um bom indicativo dos processos fotoquimicos a longo e
curto prazo (SCHREIBER et al., 2004).

Nesse sentido, o aumento da producdo de NADPH e ATP nos tilacoides fez-se
necessario para suprir a maior demanda pela etapa bioguimica nos estromas. Esses dados
corroboram com os estudos de Ramalho et al. (2013) e Rodrigues et al. (2016) os quais
mostraram aumentos significativos para Vcmax e Jmax quando avaliaram plantas de café
expostas a alta [CO2]. Por outro lado, DaMatta et al. (2016), verificaram que a fluorescéncia
da clorofila permaneceu inalterada em cultivares de cafeeiro sob elevado CO-.

Apesar da mais alta atividade metabdlica verificada nas mudas de cafeeiros sob elevada
[CO2], sugere-se um sincronismo entre as vias enérgicas, visto que, a quantidade de EROs
(H202) assim como a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX reduziram nos
tecidos foliares (FIGURAS 21A, 22A, 23A e 24A).

A menor atividade da SOD nas folhas, sob alta [CO2], esta de acordo com 0 aumento da

eficiéncia fotoquimica verificado pela relagédo Fv/Fm. Essa enzima é acionada quando a sintese
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de produtos fotoquimicos excede a demanda bioquimica que resultaria em super reducéo celular
com consequente formacéo de radicais livres (LOVELOCK; OSMOND; JEBB, 1994).

A reducdo da acdo da CAT nas folhas das plantas desse experimento, também pode ser
justificada pela menor taxa fotorrespiratdria em plantas com atmosfera enriquecida com COx,
pois 0 H20> formado no peroxissomo na via fotorrespiratéria é convertido em agua (H20) e
oxigénio (O») pela atividade da CAT (DIETZ; MITTLER; NOCTOR, 2016). Martins et al.
(2016), relataram que a atividade da SOD, CAT e APX reduziram na cultivar IPR de cafeeiros,
sob alto CO2, porém, aumentaram no ‘Conilon’. Esses autores sugerem ainda que, a menor taxa
fotorrespiratoria aliada a alta eficiéncia do PSII diminui a formagdo de EROs, impedindo, por
fim, a necessidade de desenvolver um sistema antioxidante robusto. De fato, o
CO: elevado pode levar a redugdes nas atividades de SOD, APX, GR e CAT (ERICE et
al, 2007; VURRO et al., 2009).

Dessa forma, a reducgdo nas quantidades de carboidratos néo estruturais (AST, AR e
sacarose) nas folhas de cafeeiros, verificada nesse estudo, (Figuras 7A, 8A, 9A), também
enfatiza o equilibrio metabdlico, pois, diversos estudos indicam o efeito negativo do acumulo
de carboidratos na homeostase foliar (PAUL; FOYER, 2001; PAUL; PELLNY,
2003; URBAN; ALPHONSOUT, 2007). Portanto, importantes restricbes bioquimicas a
fotossintese tém sido atribuidas a retroinibi¢éo associada ao acimulo de carboidratos (STITT,
1994).

Contudo, ao contrario do que tem sido relatado para inUmeras outras espécies (XU et
al.,, 2016; BADER et al., 2010; AINSWORTH; ROGERS, 2007), o cafeeiro sustenta o
acréscimo na A diante da alta disponibilidade de CO; por anos (RAKOCEVIC et al., 2018a).
Neste sentido, informagfes evidenciam que ndo h& nenhum sinal de regulagdo negativa da
fotossintese ou aclimatag&o fotossintética ao CO2em plantas de café (DAMATTA et al., 2019),
visto que essa espécie ndo acumula carboidratos sollveis nos tecidos foliares quando cultivadas
sob elevada [CO.]. Em gendtipos de café, varios aglcares sollveis apresentaram reducdes
significativas em condi¢des de alta [CO2], resultando em uma reducdo no contetdo de
carboidratos ndo estruturais. Portanto, a auséncia de acumulo de aglcar nas folhas teria
contribuido para evitar a regulagdo negativa fotossintetica.

O acumulo de amido é mais um mecanismo que impede a regulagdo negativa da
fotossintese, fornecendo uma saida para os produtos finais fotossintéticos quando as
exportacdes ndo séo suficientes. Esses dados indicaram que as folhas de cafeeiro sustentaram o
aumento da taxa de fotossintese induzida por maior [CO2] via sintese de amido (FIGURA 10A)

e via exportacdo de sacarose para outras partes da planta (folhas novas e raizes). Da Matta et
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al. (2016) sugeriram que niveis elevados de amido, especialmente sob [CO2] elevada, permitiu
aos cafeeiros (‘Catuai’ e ‘Obatd’) evitar aclimatacdo fotossintética, impedindo o ciclismo e/ou
acumulo de acucares soluveis. Por outro lado, existem estudos que apoiam correlagdes positivas
entre acumulo de amido e aclimatagéo fotossintética em resposta ao CO- elevado (DAWES et
al., 2013).

Assim como a elevacgdo da concentracdo de amido, 0 aumento da taxa respiratéria e da
atividade da MDH nas folhas (FIGURAS 6A e 6B) também auxiliam a justificar a diminuicédo
de carboidratos solveis, a manutencdo das altas atividades metabdlicas, e 0 maior crescimento
de cafeeiros sob alta [CO], verificados nesse trabalho. Algumas espécies como Quercus ilex e
Arabidopsis thaliana (TENG et al., 2006) apresentaram aumento significativo da concentragéo
de carboidratos estruturais, como celulose, nas folhas dessas plantas quando cultivadas em
elevado CO,. Gibeaut et al. (2001) mostraram que esse aumento € decorrente de um maior
direcionamento de carboidratos para a parede celular que foi observado em alta concentragédo
atmosférica de CO,. Entretanto, em outras espécies como Betula pendula o conteldo de
celulose e lignina apresentaram diminuicdo em alto COg, indicando que arvores tendem a
investir mais carboidratos no crescimento (respiracdo e divisdo celular) em detrimento dos
componentes da parede celular quando cultivadas sob elevada [CO2] (OKSANEN et al., 2005,
POORTER et al., 1997).

No café, a auséncia de um aumento de carboidratos ndo estruturais nas folhas pode estar
relacionada também, a maior velocidade de producédo de novas folhas e maior crescimento de
raizes (RAMALHO et al. 2013). Dessa forma, os resultados desse trabalho mostraram que com
0 aumento da [CO2] houve maior investimento no crescimento do sistema radicular (FIGURA
1D) comprovando a influéncia do dreno e da alocacdo e particdo do carbono sobre a
fotossintese. Quando a 4gua, a temperatura e nutrientes nao sao limitantes (como é o caso desse
experimento), o crescimento das raizes auxilia na manutencéo de altas taxas fotossintéticas sob
elevada [CO2], uma vez que, o transporte de carboidratos para 6rgaos dreno evita 0 acimulo de
acucares nas folhas o que poderia levar a inibigdo fotossintética por retroalimentacdo. Para Paul
e Pellny (2003), uma menor atividade do dreno é considerada como a principal causa para o
decréscimo na assimilagdo de carbono.

Nas raizes, sob elevado CO,, foram constatados acentuados aumentos nas
concentracdes de carboidratos soliveis (FIGURAS 7B, 8B, 9B) bem como na atividade da
invertase (FIGURA 11B), evidenciando uma maior atividade desse 6rgdo. Paralelamente, a
atividade do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX), nas raizes, também foi aprimorada, a

fim de manter em niveis adequados compostos reativos gerados rotineiramente durante as
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reacOes bioquimicas. Muitas EROs possuem funcéo essencial como sinalizadoras de processos
celulares, como por exemplo, a sinalizacdo hormonal, portanto é fundamental a permanéncia
dessas moléculas em baixas concentragdes.

Atualmente, busca-se o entendimento sobre a assimilacao do nitrogénio, interconversao
e distribuicdo dos aminoécidos, bem como o papel do metabolismo desse nutriente em plantas
sob condi¢des ambientais particulares, como atmosfera com alta [CO>]. Nessas condicdes as
diferentes vias metabolicas, a exemplo da sintese/degradacdo de aminoacidos e proteinas,
desaminacdo e fotorrespiracdo, podem ser reguladas e operar conjuntamente ou ndo, para
atender a demanda fisiologica do vegetal.

Nas folhas das cultivares de cafeeiro estudadas, a alta [CO2] levou a redugdes nos teores
de N e dos outros macronutrientes (P, K, Ca, Mg e S) (TABELA 2). Muitas espécies apresentam
alteracdes de nutrientes minerais (por exemplo, em N, P, K, Mg, S, Ca) em resposta ao aumento
da [CO2] atmosférica (OVERDIECK, 1993; ROBERNTZ; LINDER, 1999; BLANK et al.
2011). Uma diluicio moderada de nutrientes pode refletir em mudancas fisiologicas
qualitativas, sem implicar em deficiéncia de nutrientes (THIEC et al., 1995). De fato, em
plantas de café cultivadas sob elevada [CO-], a maior atividade metabdlica reflete em diversas
alteracdes fisioldgicas como mudancas no uso nutrientes, especialmente do N e do fésforo (JIN
et al., 2016). Nesse sentido, a maior taxa fotossintética associada ao teor de N mais baixo
resultaria em maior eficiéncia do uso de nitrogénio (LEAKEY et al., 2009). Martins et al.
(2014b) estudaram os teores de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S) e micronutrientes (B, Cu,
Fe, Mn, Zn) em algumas cultivares de café e mostraram que, sob elevado COa, houve reducdes
entre 7% e 25% nas concentracdes dos elementos, dependendo do mineral e do gendtipo
estudado. Reducdo de 10% do teor de N também foi observada em cultivares de cafeeiro sob
FACE, por Ghini et al. (2015). Essa ‘diluicdo mineral’, principalmente do N, é um fator que
deve ser considerado, entretanto, poucas informacdes sdo encontradas na literatura sobre as
alterac6es no metabolismo desse nutriente diante da elevacdo da [CO2].

Assim como a maior taxa de crescimento influencia a diluicdo dos nutrientes, a reducéo
da condutancia estomatica (gs), sob alta [CO2], observada nas plantas desse estudo e o
consequente decréscimo da taxa transpiratoria podem ter levado a reducdo na absorcdo dos
nutrientes por fluxo de massa. A manutencdo da transpiracdo € fundamental tanto para a
absorcdo nas raizes quanto para o transporte de N até as folhas, onde grande parte desse ion é
assimilado (ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013).

Pesquisas tém demonstrado que a nutricdo com diferentes fontes de N (NO3™ e NH4")

podem induzir respostas metabdlicas distintas dependendo do gendtipo e da condi¢cdo ambiental
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(ESCOBAR et al., 2006; PATTERSON et al., 2010). Nesse trabalho, a partir da elevacdo da
[CO2], no tratamento com NOs’, 0 comportamento dos compostos nitrogenados (amino&cidos,
proteinas, NOs™ e NH4"), bem como das enzimas de assimilagdo de nitrogénio (RN e GS) foi
semelhante ao dos carboidratos, isto €, houve reducdes dessas varidveis nas avaliacdes foliares,
enquanto significativos aumentos foram detectados nas analises em tecidos radiculares.

Nas folhas das plantas tratadas com NOs", a elevacgéo da [CO2] afetou negativamente os
teores de NO3™ e de NH4™. A diminuicdo dessas variaveis, implicou em significativas reducoes
nas atividades das enzimas RN e GS, que em Ultima analise, resultaram em consequentes quedas
nas concentragdes de aminodacidos e proteinas (FIGURAS 12A,13A, 14A, 15A, 19A, 20A).
Bloom et al. (2014), descreveram uma reducdo no teor de proteina e, portanto, no valor
nutricional do gréo de T. aestivum quando NOs" era fornecido como fonte de nitrogénio sob alta
[CO2].

Existem evidéncias que a redugdo da fotorrespiracdo como consequéncia do aumento
da [CO-], afeta negativamente a assimilacdo do NOs~ em folhas de plantas C3 (BLOOM et al.,
2015). Uma diminuicdo da FR reduziria a quantidade de poder redutor disponivel para
conversdao do NOs~ a NH4" (BLOOM et al., 2010, 2014). Além disso, a reducdo do NOs™ a
NH,4"é um importante dreno elétrons que compete por produtos fotoquimicos com a fixacao de
carbono (BLOOM et al., 2010). Além da menor quantidade de NH4*, devido a menor atividade
da RN, a menor fotorrespiragao nas plantas, sob alto CO,, também ajuda a explicar a diminuigdo
na atividade da GS em tecidos foliares. Isso porque a enzima GS é responsavel pela assimilacéo
do NH." da fotorrespiracdo (LEA et al., 2011).

Por outro lado, nas raizes das plantas tratadas com NOz™ sob alta [CO-], 0 aumento na
atividade da RN indica que, com a diminuicdo da conversdo do NO3~ a NH4" nas folhas, houve
uma maior assimilacdo deste ion no sistema radicular. Além disso, o incremento da atividade
da enzima GS nos tecidos radiculares esta de acordo com o aumento na sintese de aminoacidos
e proteinas, nesse 6rgao, nas plantas sob alta [CO2] (FIGURAS 12B,13B, 14B, 15B, 19B, 20B).

Quando expostos ao elevado CO», os sistemas radiculares das plantas com NH4*
superaram os das plantas com NOs’, pois apresentaram maiores incrementos na atividade da GS
que culminaram em maiores teores proteicos nesse tecido. Coerentemente uma elevacdo na
atividade da invertase foi verificada, afim de fornecer esqueletos de carbono para sintese de
aminoacidos.

Nas folhas das plantas tratadas com NH4", também houve alteragfes nas concentragdes
dos compostos nitrogenados. Nesse estudo, o aumento da [CO-], levou a reducdo da atividade

da enzima GS, que implicou em queda na concentracdo de aminoacidos nos tecidos foliares.
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Contudo, nesse tratamento, foi verificado aumento no teor de proteina. Nesse caso, a queda na
atividade da GS foliar relaciona-se apenas com a baixa taxa fotorrespiratdria, ja que, a
assimilacdo do NH4" absorvido ocorre quase que exclusivamente nas raizes. De acordo com
Moreno e Garcia-Martinez (1983), apenas tracos de NH4" sdo encontrados na seiva xilematica.
Este ion pode ser toxico quando acumulado em altas concentragcbes nos tecidos vegetais
(KRONZUCKER et al., 2001), portanto, ele € rapidamente incorporado a esqueletos de
carbono, assim que absorvido, produzindo aminoécidos a partir de uma demanda energeética
muito inferior a assimilacdo do NOs™ (LEA et al., 2011). A assimilag&o de N é um dos processos
metabolicos que mais demandam energia (BLOOM, 2015), no entanto, a absor¢do de NH4"
diferentemente do NOs™ é passiva e sua assimilacdo requer um sexto da energia gasta para
assimilar NOs™.

De fato, os maiores teores de proteinas, bem como os maiores teores de clorofilas foram
observados nas folhas das plantas tratadas com NH4" e expostas a alta [CO2]. Plantas C3,
normalmente investem até 50% da proteina foliar em Rubisco, o que representa cerca de 25%
do nitrogénio da folha (WHITNEY et al., 2015). Portanto, as respostas fotossintéticas das
plantas tratadas com NH4*, superam as respostas das plantas com NOs~, implicando em maior
eficiéncia no uso da agua. Consequentemente, no que se refere ao acimulo de matéria seca, foi
verificada nesse estudo, uma superioridade das plantas tratadas com NH4* em relacéo as plantas
com NOs™. Em adigdo, os aumentos da atividade da GS e dos teores de proteinas nas raizes
podem ter favorecido a elevacdo de proteinas (Rubisco) nas folhas dessas plantas.

Estudando o efeito sinérgico da elevada [CO2] e das fontes nitrogenadas sobre a
fisiologia de Nicotiana tabacum L., Domiciano et al. (2020) também verificaram respostas mais
positivas em plantas de tabaco cultivadas com NH4* como fonte exclusiva de nitrogénio. Os
autores sugeriram ainda que a interacdo entre os metabolismos do Carbono e Nitrogénio €
diferencialmente afetada em plantas tratadas com NOs™ ou NH4* e submetidas ao aumento da
[CO:], além de enfatizar que a forma inorganica de nitrogénio absorvida, determina o
desempenho fisiolégico em plantas diante do aumento da [CO2] previsto para as proximas
décadas.

Dessa forma, o entendimento de como os futuros cenarios climaticos influenciardo as
rotas metabolicas e os processos fisioldgicos, torna-se fundamental para prever o

comportamento das plantas.
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6 CONCLUSOES

A elevacdo da concentracdo de CO influenciou positivamente o crescimento e
desenvolvimento de mudas de Coffea arabica L. cultivares (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’).

A maior concentragdo de CO. favoreceu o metabolismo das mudas de cafeeiro
resultando em respostas fisioldgicas superiores e maior acimulo de matéria seca.

Sob elevado COy, a aplicacdo de amonio foi mais favoravel que a aplicacéo nitrato, para
0 desempenho fisiologico das trés cultivares (‘Mundo Novo’, ‘Rubi’ e ‘Catuai’) de cafeeiro
estudadas, implicando em maiores taxas fotossintéticas com consequentes aumentos na
producdo de biomassa.

As interacdes entre as rotas metabdlicas de assimilacdo do carbono e nitrogénio sdo
fundamentais para o desenvolvimento da planta, uma vez que, essas vias sdo finamente
ajustadas diante das variagdes das condi¢cbes ambientais, resultando, em Gltima anélise, em

modificagdes no comportamento e na plasticidade vegetal.
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