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RESUMO: O aumento da concentragdo atmosférica de didxido de carbono [CO,] é inequivoco e ndo constitui um
evento isolado, sendo acompanhado por aumento da temperatura média global e alteragfes nos padrdes de precipitagéo.
Dentre os aspectos importantes a serem compreendidos nesse contexto estdo as alteracdes nas relagGes hidricas e
producdo de esqueletos carbdnicos através da fotossintese, processos influenciados pela disponibilidade atmosférica de
CO, e agua. No Brasil, 0 agronegdcio do café é de grande importancia econdmica, no entanto, h4 poucos trabalhos,
sobre os impactos do aumento na concentracdo de CO, atmosférico associado a outros fatores abioticos, como a
disponibilidade de &gua, na fisiologia do cafeeiro. O objetivo desse trabalho foi avaliar a interacdo entre o aumento de
CO, e déficit hidrico no acimulo de aminoéacidos livres e compostos fenolicos em folhas de cafeeiros (Coffea arabica
L.) de 4 meses de idade, em estagio juvenil de crescimento. O experimento foi conduzido em Casa de Vegetagdo no
Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica do Instituto de Botanica, onde 120 cafeeiros foram cultivados sob
diferentes concentrac@es de CO, (400 - CO,amb e 800 ppm - 1CO,) em Cémaras de Topo Aberto (CTA), submetidos a
dois regimes hidricos de regas dirias (RD) e suspensdo total de rega no periodo de 40 dias de experimento (DH),
constituindo os seguintes tratamentos: CO,mpRD, CO2mpDH, 1CO,RD e 1CO,DH. Medidas do potencial da dgua nas
folhas (W,.), fotossintese (A, pmol CO, m* s™) foram realizadas. Os valores de A e E foram utilizados para a obtencéo
dos valores de eficiéncia do uso da 4gua (EUA: A/E). As folhas coletadas a cada 10 dias, totalizando 5 coletas, foram
congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas e trituradas para quantificacdo dos aminoacidos livres (AA) e compostos
fenolicos (CF) totais. A fotossintese foi maior nos cafeeiros cultivados sob alto CO,, mesmo sob restricdo hidrica se
comparadas aos demais tratamentos. As reducdes no W,; foram cerca de 42% (COysmp) € 56% (7CO,) ao longo do
experimento nos tratamentos sob déficit hidrico em relacdo aos tratamentos sob rega diaria. Observou-se uma flutuacéo
nas concentracdes de AA nas plantas submetidas ao tratamento de DH associado ao 1[CO,]. O inverso foi observado
para a concentracdo de CF nas folhas 32% maiores no tratamento CO,ambRD em comparacdo aos outros trés
tratamentos. Os significativos aumentos em A associados as alteragdes no acimulo de AA e CF em cafeeiros sob
condi¢des de 1[CO,] sugerem um maior investimento em producBes primarias para reserva, € com redugdes na
mobilizacdo de esqueletos carbdnicos para a producdo de metabdlitos secundarios.

PALAVRAS-CHAVE: Disponibilidade hidrica, Mudangas climéticas, Metabdlitos secundarios, Estresse hidrico,
Trocas gasosas

ACCUMULATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND FREE AMINO ACIDS IN Coffea
arabica L. LEAFS SUBMITTED TO HIGH ATMOSPHERIC CO, CONCENTRATION
AND WATER DEFICIT

ABSTRACT: Increasing in atmospheric concentration of carbon dioxide [CO,] is unambiguous and not an isolated
event, accompanied by an increase in global average temperature and changes in precipitation patterns. Among the
important aspects to be understood in this context are the alterations in water relations and carbonic skeleton production
through photosynthesis, processes influenced by the atmospheric availability of CO, and water. In Brazil, coffee
agribusiness is of great economic importance, however, there are few studies on the impacts of increased atmospheric
CO, concentration associated with other abiotic factors, such as water availability, on coffee physiology. The aim of
this work was to evaluate the interaction between the increase of CO, and water deficit in the accumulation of free
amino acids and phenolic compounds in 4-month-old coffee leaves (Coffea arabica L.) in juvenile growth. The
experiment was carried out in a greenhouse at the Nucleum of Research in Physiology and Biochemistry of the Institute
of Botany, where 120 coffee trees were grown under different CO, concentrations (400 - CO, amb and 800 ppm - t
CO,) in Open Top Chambers (OTCs), submitted to two daily irrigation (DW) water regimes and total suspension of
irrigation during the 40 days of experiment (WD), constituting the following treatments: CO,ambDW, CO,ambWD, 1
CO,DW and 1 CO,WD. Leaf water potential (¥wf), photosynthesis (A, umol CO, m? s™) measurements were
performed. The values of A and E were used to obtain efficiency of use of water (EUW: A/E) values. The leaves
collected every 10 days, totaling five collections, were frozen in liquid nitrogen, lyophilized and ground to quantify free
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amino acids (AA) and total phenolic compounds (PC). Photosynthesis was higher in coffee plants grown under high
CO,, even under water restriction, when compared to other treatments. The reductions in Wwf were about 42%
(COamb) and 56% (1 CO,) throughout the experiment in water deficit treatments compared to daily watering
treatments. A fluctuation in AA concentrations was observed in plants subjected_to WD associated to 1[CO2] treatment.
The inverse was observed for PC concentration in leaves 32% higher in CO,ambDW treatment compared to the other
three treatments. Significant increases in A associated with changes in AA and PC accumulation in coffee plants under
1[CO,] conditions suggest a greater investment in primary reserve yields, and reductions in carbonic skeletal
mobilization for secondary metabolite production.

KEY WORDS: Water availability, Climate change, Secondary metabolites, Water stress, Gas exchange.

INTRODUCAO

A concentragdo atmosférica de dioxido de carbono [CO,] é um fator ambiental de grande influéncia no
desenvolvimento dos vegetais. Esta concentracdo tem aumentado gradativamente nos Gltimos tempos, em razdo das
atividades antropicas como queima de combustiveis fosseis e diminuicdo da cobertura florestal (IPCC, 2007; NOAA,
2017). O aumento do CO, também contribui para o efeito estufa, fendmeno que vem acompanhado por alteragbes na
temperatura média global, bem como mudangas nos regimes de precipitacdo (Buckeridge et al., 2007; IPCC, 2007). A
seca, como uma das consequéncias das mudangas nos regimes de precipitacdo em algumas regides, e sendo um dos
principais estressores ambientais, promove alteragdes no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, prejudicando sua
producdo. A pratica da irrigacdo de culturas reflete o fato de que a 4gua € um recurso-chave que limita a produtividade
agricola (Santos & Carlesso, 1998; Taiz & Zeiger 2017; Batista-Silva et al. 2019). As produgdes de café em gréos estdo
dentre os maiores cultivos agricolas em todo o mundo. O cafeeiro apresenta uma composicdo fitoquimica ampla,
destacando a cafeina, &cido cafeico e &cidos clorogénicos. Os metabdlitos secundarios sdo responsaveis por diversas
atividades bioldgicas dos vegetais, tendo um importante papel na defesa destes organismos. S&o consideradas trés
familias de molécula principais, os compostos fendlicos, terpenos e alcaloides, caracterizados por diversas funcdes,
como protecdo contra bactérias, fungos, herbivoros, raios UV, sintese de lignina, atracdo de polinizadores e dispersores,
dentre outras. Os compostos fendlicos podem ser originados também dos aminoacidos (AA) aromaticos. Os AA sdo
compostos organicos formados por um grupo amino (—NHs;) associado a um grupo carboxila (COOH). Sua principal
funcéo é atuar como subunidades de estruturacdo de moléculas proteicas (Tavares & Vannucchi 2016). Segundo Castro
(2009) os aminoacidos podem também ser englobados no grupo de antiestressantes, compostos capazes de agir em
processos morfofisioldgicos do vegetal como precursores de horménios enddgenos ou como ativadores de enzimas e da
disponibilizacdo de compostos capazes de promover tolerancia a estresses. Quando o estresse é por falta de agua, o
ajuste osmotico é feito por meio do acimulo destes compostos, que funcionam como osmoprotetores. Nas plantas essa é
uma das alternativas para assegurar a turgescéncia e o conteldo de &gua nas células (Paixdo et al. 2014). Fatores
ambientais como o estresse hidrico e aumento nas concentra¢fes de CO, influenciam em aspectos fisiolégicos como o
comportamento estomatico e a fotossintese, afetando, consequentemente, o desenvolvimento e crescimento dos
vegetais, e levando a altera¢fes na concentragdo dos compostos secundarios, visto que plantas sob estresse tendem a
investir mais em mecanismos de defesa (Globbo-Neto & Lopes, 2007; Heldt & Piechulla, 2011). Logo, o objetivo do
trabalho foi avaliar a interacdo entre a alta concentracdo atmosférica de CO, e déficit hidrico no acimulo foliar de
aminoacidos livres e compostos fenélicos em cafeeiros (Coffea arabica L.), em estagio juvenil de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Mudas de Coffea arabica var. Catuai Vermelho IAC-144 entre 3 a 4 meses de idade foram transplantadas para vasos de
7 litros contendo como substrato Plantmax Café® (DDL Agroindustria Ltda). Estas foram separadas em quatro lotes de
30 plantas cada e distribuidas em quatro camaras de topo aberto (OTC) instaladas no interior de uma Casa de Vegetacao
do Ndcleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica. Dois lotes foram mantidos em duas OTCs
na atmosfera ambiente de 400 ppm de CO, [CO,amb], enquanto dois outros lotes foram mantidos em outras duas
camaras a 780 ppm de CO, 1[CO,], por meio de inje¢do de gas a partir de um cilindro de CO, comprimido acoplado ao
sistema. As plantas permaneceram nessas condigdes por 30 dias, periodo no qual foram supridas com solugdo nutritiva
de Hoagland uma vez por semana e regadas diariamente. Passados o0s 30 dias, um grupo com 30 plantas cultivadas em
[CO,amb] e outro grupo cultivado em 1[CO,] elevado foram submetidos a ciclos de suspensdo total de regas (DH),
durante 40 dias, enquanto as demais plantas foram mantidas em regime de regas diarias (RD), caracterizando 0s
seguintes tratamentos: [CO,amb]RD, [CO,amb]DH, 1[CO,]RD e 1[CO,]DH. As coletas foram realizadas a cada 10
dias, totalizando cinco coletas durante todo o periodo. As concentracfes do gas CO,, temperatura e umidade relativa do
ar e a radiacdo fotossinteticamente ativa foram monitoradas no interior das OTCs. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2, sendo 2 concentragGes atmosféricas de CO, e 2
diferentes regimes hidricos (regas diarias e suspensdo de regas), num total de 4 tratamentos. Para cada tempo de coleta
foram consideradas 6 repeticdes por tratamento. O potencial hidrico foliar foi medido em folhas completamente
expandidas do terceiro par a partir do apice de ramos plagiotropicos, no periodo da antemanhd utilizando-se uma bomba
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de presséo tipo Scholander. Medidas instantaneas das taxas de assimilacéo liquida do carbono (A, umol CO, m?s™),
condutancia estomatica (gs, mol m?s™) e transpiragio (E, pmol H,0 m* s™) foram realizadas no periodo de 8:00h as
11:00h da manha usando um analisador de gas por infra-vermelho (IRGA modelo LC-SD Pro, ADC Bioscientific.), sob
condigBes controladas de concentragdes de CO, de 400 ppm e 760 ppm, densidade do Fluxo de Fétons
Fotossintéticamente Ativos (DFFFA) de 600 pmol fotons m™2s™. Os valores de A e E foram utilizados para a obtengo
dos valores de EUA (A/E). As folhas, ap6s coletadas a cada 10 dias, totalizando cinco tempos de coleta, foram
congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas (Modulyo freezer Dyer 5L, Thermo Electron) e trituradas em moinho de
bolas. Posteriormente, foram separadas em aliquotas com 1 g e submetidas a extracdo em etanol 80% por 48 h sob
agitacdo constante, obtendo- se os extratos (20 mL). Os aminoacidos livres foram quantificados nas fragdes etandlicas
conforme Cocking & Yemm (1954), utilizando-se L-leucina (Fluka®) como padrdo. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro, regulado para um comprimento de onda de 570 nm. Os compostos fendlicos foram
quantificados nas fracdes etandlicas de acordo com o método Folin-Ciocalteau, proposto Marinova et al. (2005),
modificado de Singleton & Rossi (1965), utilizando-se &cido galico (Sigma) como padrdo. Os teores de fendis foram
determinados em leitor de microplacas de ELISA (KC4, Biotek Instruments) a 750 nm. Os dados obtidos no
experimento foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo todo e qualquer contraste entre médias de um
mesmo tratamento ao longo do tempo e entre 0s quatro tratamentos por coleta, avaliado pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade pelo Sisvar, versdo 5.6. Para cada tempo de coleta considerou — se seis repeti¢fes por tratamento
(n=6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial de 4gua nas folhas (Pwfoliar) (figura 1) das plantas submetidas a suspenséo das regas diminui ao longo do
experimento, quando comparadas as plantas submetidas a regas dirias, independente da [CO,]atm, sendo as diferencas
significativas observadas somente a partir dos 30 dias sem rega. Sabe-se que o decréscimo na disponibilidade de agua
no solo ocasiona queda no potencial da agua nas folhas, diminuindo a turgidez celular e a condutancia estomatica
(Shalhevet 1993).
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Fig. 1. Potencial de agua nas folhas (¥w, MPa) e umidade do solo (U, %) de plantas de C. arabica submetidas aos

seguintes tratamentos: O. CO,ambRD, @: CO,ambDH, A TCO,RD, A 1CO,DH. Barras indicam o desvio padréo
da média.

As taxas de fotossintese liquida (A) foram sempre maiores em plantas cultivadas sob altas concentracdes de CO,,
independentemente da disponibilidade hidrica em relacdo aos tratamentos com CO, ambiente. O aumento na
concentracdo de CO, disponivel para as plantas proporciona um aumento acentuado na fotossintese liquida das mesmas,
especialmente porque a carboxilagdo toma o lugar da oxigenacao pela rubisco (Passioura 1982). Conforme a Figura 2,
ndo houve diferencga significativa de A nas plantas em CO,amb, tanto sob DH quanto RD a partir dos 10 dias de
experimento. Ja nas plantas do tratamento 1CO,DH houve um continuo decréscimo da fotossintese. Sabe-se que déficit
hidrico pode afetar a fotossintese pelo fechamento de estdmatos, cortando o suprimento de CO, atmosférico, além de
provocar danos nos fotossistemas (Hopkins & Hiiner 2009) e diminuicdo da atividade da enzima rubisco (Flexas et al.
2006). Os indices de condutancia estomatica (gs) e transpiracéo foliar (Eier) tendencialmente apresentaram quedas nas
plantas submetidas a DH independente da [CO,] se comparados as plantas controle (Figura 3). Oliveira et al. (2005)
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observaram que em plantas de feijdo sob estresse hidrico por falta de agua, ocorreu acentuada diminuicdo da
condutancia estomatica e da transpiracdo foliar. A reducdo de gs leva a um menor influxo de CO, para o interior dos
cloroplastos (Tatagiba et al. 2015), causando reducdes nas taxas fotossintéticas Segundo Ronchi et al. (2015), a medida
que a disponibilidade de agua no solo diminui, os valores de E decrescem, como resultado do fechamento dos
estdbmatos. A 1[CO,] isolada promove reducdo da condutancia estomatica, com maior eficiéncia de uso de agua por
planta (Leakey et al. 2009) e aumento da transpiracao, ja que por absorver calor, esse gas eleva a temperatura da planta,
e consequentemente ha maior perda de agua sob vapor (Araujo et al. 2015). A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi
maior durante todo o periodo de tempo nas plantas submetidas ao 1[CO,] independentemente da disponibilidade hidrica
em comparacgdo as plantas submetidas as concentragdes ambientes de CO, (Figura 4). De acordo com Van der Sleen et
al. (2015), plantas submetidas somente a elevadas concentracdes de CO, possuem taxas fotossintéticas elevadas, bem
como a eficiéncia no uso da dgua em plantas tropicais, como é o caso do café.
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Fig. 2. Fotossintese (A, pmol CO, m?s™), transpiragdo foliar (Eiiar Mol H,0 m?s™), condutancia estomatica (gs, mol
m?s ) e Eficiéncia do uso da 4gua (EUA, pmol CO, mmol™ H,0) de plantas de C. arabica submetidas aos seguintes
tratamentos: 0: CO,ambRD, =: CO,ambDH, m: 1CO,RD, m: 1CO,DH. Barras indicam o desvio padréo da média.
Letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os quatro tratamentos por coleta. Letras mindsculas iguais
ndo diferem estatisticamente entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

Observa-se que os cafeeiros em CO,,p,RD e 1CO,RD apresentaram reducéo dos teores de AA ao longo do tempo, o
que ndo foi observado no tratamento CO,,,,DH, onde ndo houve diferencas significativas até os 40 dias de
experimento. Ja nas plantas cultivadas sob altas concentra¢des de CO, observou-se uma oscilagdo no acumulo de
aminodcidos, com diferencas significativas nos 20 e 40 dias. HOgy et al. (2009), ao analisarem os efeitos do CO,
elevado no rendimento de gréos e na qualidade do trigo durante trés anos, constataram nenhum impacto significativo
somente com o enriquecimento de CO, nas concentragGes da maior parte dos aminoacidos. Observando os resultados,
percebe-se que houve influéncia da [1CO,]um associado ao déficit hidrico no acimulo de AA, podemos inferir que a
interacdo destes dois fatores ocasionou a flutuacdo das concentracBes, o que ndo foi observado nos outros trés
tratamentos.. Segundo Paix&o et al. (2014), o ajuste osmotico por meio do acimulo dessa classe de solutos nas plantas é
uma das alternativas para assegurar a turgescéncia e o conteido de agua nas células.
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Fig.3. Aminoacidos livres totais (umol/g MS) das folhas de plantas de C. arabica submetidas aos seguintes tratamentos:
a: CO,ambRD, =: CO,ambDH, m: 1CO,RD, m: 1CO,DH. Barras indicam o desvio padrdo da média. Letras maiusculas
iguais ndo diferem estatisticamente entre os quatro tratamentos por coleta. Letras minisculas iguais ndo diferem
estatisticamente entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

Em cada periodo de tempo o teor de CF foi maior nas plantas controle. Nos cafeeiros dos demais tratamentos
(CO,ambDH, 1CO,RD e 1CO,DH) ndo houve diferenca significativa ao longo do tempo (Figura 4), o que indica que o
1CO, e DH (associados ou nao) ndo influenciam no acimulo de CF. Globbo-Neto & Lopes (2007) observaram em sua
revisdo uma frequente correlacdo inversa entre alta atividade metabdlica e produgdo de aleloquimicos, isto &, um
decréscimo na producdo de metabdlitos secundarios (notadamente derivados fendlicos) em periodos de crescimento
tecidual rapido como o que foi observado nesse o0 experimento, visto que as plantas eram jovens e as que estavam sob
1CO, apresentaram aumento das taxas fotossintéticas ao longo do tempo.
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Fig. 4. Fendis totais (mg/g MS) das folhas de plantas de C. arabica submetidas aos seguintes tratamentos: 0:
CO,ambRD, m: CO,ambDH, =: 1CO,RD, m: 1CO,DH. Barras indicam o desvio padrdo da média. Letras maiusculas
iguais ndo diferem estatisticamente entre os quatro tratamentos por coleta. Letras mintsculas iguais ndo diferem
estatisticamente entre 0 mesmo tratamento ao longo do tempo.

CONCLUSOES

1 - Pode-se considerar a partir dos resultados obtidos que, 0o aumento da concentragcdo atmosférica de CO, teve um
efeito positivo nas taxas fotossintéticas, 0 que aumentou a eficiéncia do uso da agua, mitigando os possiveis efeitos do
déficit hidrico. Porém, a seca prolongada diminuiu a condutancia estomatica e a transpiracéo foliar, o que diminuiu as
taxas fotossintéticas. O alto CO, associado a restrigdo hidrica influenciou no acimulo de aminoacidos, o que ndo foi
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observado nas concentracBes de compostos fendlicos, que ndo tiveram variagdes nos tratamenrtos [CO,amb]DH,
1[CO,]RD e 1[CO,]DH até o fim do experimento.
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