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RESUMO

MARCAL, Dinorah Moraes de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2020. Incrementos na concentracio atmosférica de CO; aumentam o crescimento e o
desempenho fotossintético do cafeeiro, independentemente da disponibilidade de luz.
Orientador: Fabio Murilo DaMatta.

Apesar de ter evoluido em ambientes sombreados, a maior parte do café (Coffea arabica L.) é
cultivada sob sombreamento esparso ou a pleno sol, em todo o mundo. O caf¢ ¢ classificado
como muito sensivel as mudangas climaticas, e o sombreamento ¢ considerado uma importante
estratégia de manejo para mitigar os efeitos negativos das mudangas climaticas a cultura. No
entanto, ndo existem informagdes sobre os efeitos de uma elevada concentracao de CO» (eCs)
no desempenho do café em resposta a disponibilidade de luz. Sendo assim, examinou-se como
a assimilacdo e o uso de carbono sdo afetados pela eCa em combinagdo com niveis varidveis de
luz e como isso pode mudar o crescimento e a parti¢do de biomassa. Para tanto, cultivaram-se
plantas em vasos, dentro de camaras de topo aberto, em casa de vegetacao. Durante seis meses,
as plantas foram submetidas a dois niveis de luz (radiagdo fotossinteticamente ativa de ¢. 16 ou
7,5 mol fotons m? dia') em combinagdo com concentragio de CO> ambiente (aCy: 382 + 9
ppm) ou elevada (eCa: 744 + 36 ppm). O estimulo as taxas fotossintéticas sob eC, ocorreu
independentemente de variagdes nas condutancias estomatica ¢ mesofilica; também nao se
observaram sinais de retrorregulacdo das taxas fotossintéticas, independentemente da
intensidade luminosa. Particularmente sob sol e eC,, as plantas apresentaram redugdes nas taxas
de fotorrespiracdo e na pressdo oxidativa em relagdo as plantas sob aC,, favorecendo um
balanco positivo de carbono. Independentemente da intensidade luminosa, eC, promoveu maior
crescimento e acimulo de biomassa, bem como uma pequena alteracao no padrao de alocagao
de biomassa, em funcdo do incremento da fragdo caulinar. Adicionalmente, plantas sob a maior
intensidade luminosa e eC, apresentaram a menor razao de area foliar € a maior razao de massa
seca radicular/area foliar total. No geral, os presentes resultados sugerem que: (i) as plantas sob
eC, estdo preparadas para suportar melhor os impactos de outros estresses tipicos de plantagdes
a pleno sol, e; (ii) a eCa poderia agir em conjunto com o sombreamento para mitigar os efeitos

negativos das mudangas climaticas, aumentando a sustentabilidade da cafeicultura.

Palavras-chave: Aclimatacdo fotossintética. Mudangas climaticas. Sistema agroflorestal.

Sombreamento.



ABSTRACT

MARCAL, Dinorah Moraes de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2020. Increases in atmospheric CQO: concentration improve coffee growth and
photosynthetic performance regardless of light availability. Adviser: Fabio Murilo
DaMatta.

Despite having evolved in shaded environments, most coffee (Coffea arabica L.) is cultivated
worldwide under sparse shade or at full sunlight. Coffee is ranked as greatly susceptive to
climate changes (CG) and shading has been considered an important management strategy for
mitigating the harmful CG effects on the crop. However, there is no information on the effects
of enhanced [CO:] (eC.) on coffee performance in response to availability of light. Here, we
examined how carbon assimilation and use are affected by eCa in combination with varying
light levels, and how this could affect growth and biomass partitioning. For that, potted plants
were grown in open top chambers under greenhouse conditions. For over six months, the plants
were submitted to two light levels (ca. 16 or 7.5 mol photons m day™') in combination with
ambient or elevated [CO2] (ca. 380 or 740 umol mol™! air, respectively). Variations associated
with growth and biomass traits were mostly explained by the light factor, whereas variations
linked to photosynthetic traits were mostly explained by the [CO.] factor. Our results
demonstrate that both a greater light intensity and eC, improved growth and photosynthetic
performance orthogonally. Despite marginal alterations in biomass partitioning, some
allometric changes, such as higher root biomass-to-total leaf area and lower leaf area ratio under
the combination of eC, and high light conditions, were found. Stimulation of photosynthetic
rates by eC, occurred with no direct effect on stomatal and mesophyll conductances, and no
signs of photosynthetic downregulation were found irrespective of light level. Particularly at
high light, eC, led to decreases in both photorespiration rates and oxidative pressure. Overall,
our novel findings suggest that (i) plants at eC, are primed to better support the impacts of other
stresses that are typical of unshaded plantations and (ii) eCa could tandemly act with shading to

mitigate the harmful CC effects on coffee sustainability.

Keywords: Agroforestry systems. Climate changes. Photosynthetic acclimation. Shading



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A = taxa de assimilacao liquida de CO

AFE = érea foliar especifica

Ca = concentragao atmosférica de CO»

aC, = elevada concentragao atmosférica de CO,

eC, = concentragao atmosférica de CO2 ambiente

Car = carotenoides

C. = concentra¢ao de CO» nos cloroplastos

CCG = comprimento das células-guarda

Cetrans = concentracdo de CO2 de transigao

Chl = clorofilas

CNS = carboidratos nao estruturais

C; = concentragao de CO; nos espacos intercelulares

DE = densidade estomatica

Dh = diametro hidraulico do xilema

DV = densidade de venagao

E = taxa de transpiragao

EI = espessura da epiderme inferior

ES = espessura da epiderme superior

Fy/Fn =rendimento quantico potencial do fotossistema II

Fy’/Fn’ = eficiéncia de captura de energia pelos centros de reagdo abertos do fotossistema II

gm = condutancia mesofilica ao CO;

gs = condutancia estomatica

IE = indice estomatico

Jmax = velocidade maxima de carboxilacao limitada pela taxa de transporte de elétrons

K: = condutancia hidraulica teorica da nervura central foliar
[» = limitagdes bioquimicas a fotossintese

LF = espessura total do limbo foliar

I» = limitagoes mesofilicas a fotossintese



[s= limitagdes estomaticas a fotossintese

MS = massa seca

NPQ = coeficiente de extin¢cdo ndo fotoquimica

NV = ntimero de vasos do xilema

PE = espessura do parénquima esponjoso

PP = espessura do parénquima pali¢adico

RAF =razdo da area foliar da planta

R. = taxa de respiracao noturna

Ri/An = razdo entre a taxa de fotorrespiragao e a taxa de assimilacao bruta de CO;
RuBisCO = ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase

TTE = taxa de transporte de elétrons

TTE/A = razao entre a taxa de transporte de elétrons e a assimilac¢do liquida de CO»
Vemax = velocidade maxima de carboxilacao limitada pela RuBisCO

@psi1 = eficiéncia fotoquimica atual do FSII da taxa de transporte de elétrons
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1. Introducao

A atuagdo antropogénica, desde o periodo pré-industrial até os dias atuais, foi responsavel
por um aumento de 50% na concentracdo de CO; da atmosfera terrestre (Ca),que, atualmente,
excede 410 ppm. Previsdes indicam que, até o final deste século, incrementos pronunciados em
C, podem resultar em valores da ordem de 1000 ppm, e uma elevacdo de até 4,5 °C na
temperatura global, dependendo dos cenarios de emissdes de gases de efeito estufa (IPCC,
2014). Adicionalmente, as previsdes apontam também uma exacerbagdo dos eventos tais como
a seca, calor e inundagdes, com efeitos severos sobre os ecossistemas naturais e agricolas
(DaMatta et al., 2010; Ciais et al., 2013; IPCC, 2014).

A principio, as plantas respondem a incrementos em Ca via mudangas na fotossintese e
na condutancia estomatica (gs), € essas mudangas sao a base dos efeitos da fertilizacdo do CO»
sobre o rendimento das culturas (Long et al., 2004). Em plantas C3, incrementos em Ca
promovem uma maior disponibilidade de CO2, o que favorece os processos de carboxilacio da
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) sobre atividade de oxigenagao, com
diminui¢des concordantes nas taxas de fotorrespiracao (Rr) (Long et al., 2004; Wajeska-Klause
et al. 2018). Sendo assim, em muitos trabalhos observaram-se incrementos de até 60% nas
taxas de assimilagdo liquida de CO2 (4) (Long et al., 2004; Ainsworth e Rogers, 2007; Bader et
al., 2010; Way et al., 2015; Avila et al., 2020a), o que pode explicar o maior crescimento e
producdo das culturas (Norby et al., 2005; Kimball et al., 2007; Moutinho-Pereira et al., 2009;
Kirschbaum, 2011). Os estdmatos normalmente respondem a incrementos em C,, pois sao
sensiveis ao aumento da concentracdo interna de CO2 (Ci) (Mott, 1988), embora essa resposta
ndo seja universal, principalmente para plantas com baixa condutancias estomaticas (gs) (Long
et al. 2004). Contudo, de maneira geral, a abertura estomatica (e a densidade de estdomatos) ¢
reduzida em alta C,, 0 que leva a uma menor taxa de transpiragao (£) (Mott, 1988; Long et al.,
2004; Bader et al., 2010; Streit et al., 2014) e contribui para maior eficiéncia do uso da dgua
(Ainsworth e Rogers, 2007; Wei et al., 2018). Com efeito, esses fatores explicam em grande
parte a capacidade de uma elevada taxa de C, de influenciar positivamente o desempenho das
plantas (Fitzgerald et al., 2016).

De maneira secundaria, muitos trabalhos demonstraram que plantas cultivadas a longo
prazo sob eC, podem apresentar retrorregulagdo das taxas fotossintéticas (diminuicao
sustentada em A4) (Norby et al.,, 2010; Kirschbaum, 2011) associada ao acimulo de
fotoassimilados (Ainsworth e Rogers, 2007; Leakey et al., 2009); acimulo que, por sua vez ¢

frequentemente relacionado a “dilui¢éo de nutrientes”, especialmente nitrogénio (N) ( Norby et
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al., 2010; Sharwood et al., 2017; Wujeska-Klause et al., 2019; Li et al., 2018; Kitao et al., 2019;
Birami et al., 2020). A retrorregulacao das taxas fotossintéticas ¢ atribuida mecanistica e
quantitativamente a redug¢do no investimento em RuBisCO e a capacidade méaxima aparente de
carboxilagdo (Vemax) (Ainsworth e Long, 2005), mas também pode estar associada a diminui¢ao
na regeneracao da RuBP, ou seja, diminui¢do na taxa maxima de carboxilagdo in vivo limitada
pelo transporte de elétrons (Jmax) (Ainsworth e Roger, 2007; Kirschbaum, 2011; Zhu et al.,
2012). Contudo, de maneira geral, ¢ a limitada forca do dreno que propicia os processos de
retrorregulacdo da fotossintese e diminui¢do dos estimulos em A quando as plantas estdo sob
eC, (Long et al. 2004; Ainsworth e Rogers, 2007).

O café ¢ uma espécie lenhosa C3 de porte arbustivo, pertencente ao género Coffea. Dentre
as 125 espécies desse género (Krishnan et al., 2013), apenas C. arabica L. e C. canephora Pierre
ex A. Froehner tém importancia econdmica, respondendo por 99% da produg¢do mundial
(Berthaud e Charrier, 1988; DaMatta et al., 2018b), estimada em aproximadamente 160 milhdes
de sacas de 60 kg (ICO, 2018). A cafeicultura oferece subsisténcia a cerca de 500 milhdes de
pessoas, a maioria vivendo em paises em desenvolvimento (DaMatta et al., 2018b) e tendo
como base a agricultura familiar (DaMatta e Ramalho, 2006). O cultivo de café esta localizado
nas areas intertropicais do mundo (latitude de 20-25°N no Havai a 24°S no Brasil), regides nas
quais fatores ambientais, como a distribuicdo ¢ a quantidade de chuvas, variagdes de
temperatura e intensidade de radiacdo solar afetam diretamente o crescimento e a produgao do
café (DaMatta et al., 2018b). Dentre esses fatores, seca e alta temperatura sdo os principais
limitantes a cafeicultura (DaMatta e Ramalho, 2006). De fato, estudos de modelagem, baseados
em aumentos de temperatura e mudanca nos padroes de precipitacao, t€ém evidenciado perdas e
mudanga nas areas adequadas ao cultivo do cafeeiro (Gay et al., 2006; Zullo et al., 2011; Bunn
et al., 2015; Craparo et al., 2015; Magrach e Ghazoul, 2015; Ovalle-Rivera et al., 2015;
Laderach et al., 2017; Moat et al., 2017; Gomes et al., 2020), além de sugerir a reducao de até
80% de areas aptas ao desenvolvimento de populacdes naturais de café para os proximos anos
(Moat et al., 2019). Essas previsdes, contudo, ndo tém considerado o efeito mitigador da C, as
elevadas temperaturas (Rodrigues et al., 2016) e a seca (Avila et al., 2020b).

Os primeiros trabalhos realizados em ambientes enriquecidos com CO> revelaram que o
aumento em C, resulta em melhor performance fotossintética do cafeeiro (Ramalho et al., 2013;
Ghini et al., 2015; DaMatta et al., 2016; Rakocevic et al., 2018), mesmo em temperaturas
elevadas (42/37 °C dia/noite), em virtude de incrementos na atividade bioquimica e fotoquimica

da fotossintese, associada a um aumento na concentragao de moléculas protetoras, o que auxilia
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na preservagao do aparato fotossintético do cafeeiro (Martins et al., 2016; Rodrigues et al.,
2016). Tem se observado no cafeeiro que a gs nao ¢ afetada pelo aumento da C, (Ramalho et
al., 2013; DaMatta et al., 2016), o que permite a manutenc¢ao das trocas gasosas sem afetar a
capacidade de refrigeracdo de seus tecidos, além de aumentar a eficiéncia do uso da agua (Ghini
et al., 2015; Rodrigues et al.,, 2016). De maneira conjunta, essas respostas auxiliam na
manutengdo da integridade do aparato fotossintético, mitigam os efeitos das elevadas
temperaturas e contribuem para um maior desempenho fotossintético do cafeeiro (Martins et
al., 2016; Rodrigues et al., 2016), o que ¢ corroborado por incrementos significativos no
desempenho fotossintético e produtividade da cultura, conforme observado em atmosfera
enriquecida com CO; (FACE) (Ghini et al., 2015; DaMatta et al., 2016; DaMatta et al., 2018b).

Diante de um cendrio de mudangas climaticas globais, uma estratégia de manejo da
lavoura cafeeira sempre aventada ¢ o sombreamento, comumente utilizado em regides
marginais de cultivo, devido a sua capacidade de mitigar os efeitos negativos causados pela
combinagdo de estresses, como seca e elevadas temperaturas (Cavatte et al., 2012; DaMatta et
al., 2018b; Gomes et al., 2020). Os efeitos benéficos do sombreamento sdo atribuidos a
formacdo de um microclima, formado pela menor incidéncia de radiacdo solar em nivel do
dossel, diminui¢do das temperaturas do ar e do solo e redugdo da incidéncia de ventos, além de
aumentar a umidade relativa do ar. Essas alteragdes, coletivamente, podem levar a uma redugao
da evapotranspiracdo (Rodriguez-Lopez et al., 2014; Oliosi et al., 2016; Charbonnier et al.,
2017), propiciando uma maior economia hidrica as plantas (DaMatta e Ramalho, 2006). Com
efeito, alguns trabalhos tém demonstrado redugdes substanciais da temperatura foliar, chegando
a valores da ordem de 4 °C (Van Kanten e Vaast, 2006); esse fato, associado a menor incidéncia
de radia¢do solar, pode reduzir a extensdo de estresse oxidativo e fotodanos ao aparato
fotossintético (DaMatta, 2004; Chaves et al., 2008; Pompelli et al., 2010a). Adicionalmente, as
menores temperaturas observadas em cultivos sob sombreamento tém resultado em redugdes
marcantes (até 40%) na respiracdo de manutencdo do cafeeiro, conforme observado na Costa
Rica (Charbonnier et al., 2017). O sombreamento, de forma complementar, reduz os danos
causados aos frutos pela intensa radiacao solar, melhora a qualidade da producao e reduz as
sobrecargas de frutos (bienalidade), além de possibilitar o aproveitamento das arvores de
sombra para extracdo de madeira e/ou frutas (Lin, 2007; Rice, 2008). Além disso, o cafeeiro
apresenta marcada plasticidade fenotipica a disponibilidade de luz (Matos et al., 2009), o que
permite ajustes em nivel de folha e de planta inteira a diferentes intensidades luminosas (Matos

et al., 2009; Charbonier et al., 2017). Com efeito, alguns trabalhos apontaram que o
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sombreamento ¢ uma pratica que podera contribuir para a manutengao da sustentabilidade de
extensas areas de cultivo na Africa (Rhan et al., 2018) ¢ no Sudeste do Brasil (Gomes et al.,
2020). Coletivamente, esses beneficios justificam o interesse renovado no uso de sistemas
agroflorestais para melhorar a sustentabilidade e a viabilidade do cultivo do cafeeiro em um
cenario de mudangas climaticas (DaMatta et al. 2018b).

Até onde se sabe, nao ha informagdes sobre os efeitos da eCa no desempenho do café em
resposta a disponibilidade de luz. Essas informagdes sdo cruciais para compreender como o
cafeeiro cultivado a sombra se comportara nas condi¢des projetadas de mudangas climaticas,
de modo que praticas de manejo capazes de se adequarem a esses possiveis cenarios no futuro.
Por exemplo, tem-se demonstrado que o crescimento do café e o acimulo de biomassa sob
restricdo luminosa diminuem em maior extensdo do que 4 em concentracdo de CO> ambiente
(aC,) (Cavatte et al., 2012; Rodriguez-Lopez et al., 2014), criando, portanto, desequilibrios
entre as relagdes fonte-dreno. De modo geral, isso suscita questdes importantes, tais como: esses
fatos poderiam causar a retrorregulacao da fotossintese sob a combinagao de restricao luminosa
e elevada concentragdo de CO2 (eCa)? Os beneficios esperados da eCa no crescimento seriam
menores sob restricdo luminosa do que em condigdes de alta luminosidade? As mudangas
previstas na particao de biomassa sob restri¢do luminosa (por exemplo, maior alocagdo para
folhas (Rodriguez-Lopez et al., 2014)) seriam alteradas por eC,? Para responder a esses
questionamentos, foi desenvolvido um trabalho experimental com a utilizacdo de Open Top
Chambers (OTC’s), no qual se realizou uma série de andlises abrangendo avaliagGes
fisiologicas, morfoldgicas e anatdmicas de mudas de café submetidas a duas concentracdes de
CO2 (c. 384 ppm e 745 ppm) e duas intensidades luminosas (0% e c. 53% de restricdo da

intensidade luminosa).

2. Material e métodos
2.1 Material vegetal, condicoes de cultivo e desenho experimental

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°W, altitude de 650 m), Minas
Gerais, na casa de vegetacdo do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa. Mudas de café (Coffea arabica cv ‘Catuai Vermelho’- IAC44), com quatro pares de
folhas, foram obtidas de um viveiro comercial credenciado em novembro de 2018 e, apos 30
dias, foram transplantadas para vasos de 12 L contendo uma mistura de solo, areia e estrume

compostado (3:2:1, v:v:v). O experimento foi conduzido por 180 dias (de janeiro a julho de
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2019), utilizando-se de quatro OTC’s (Figura 1A), com dimensdes de 1,5 m de didmetro por
1,4 m de altura.

As mudas foram cultivadas sob dois niveis de irradiadncia na casa de vegetacdo: mudas
com irradidncia direta (Radiagdo fotossinteticamente ativa de 16 mol de fotons m dia!) e sob
sombreamento (Radiagdo fotossinteticamente ativa de 7,5 mol de fotons m dia™!). Para o
sombreamento das mudas, utilizou-se um sombrite que restringiu c. 53% da iluminagdo, sem
alterar a qualidade de luz incidente (Rodriguez-Lopez et al., 2014). Essas mudas foram também
submetidas a duas concentragdes de CO»: concentragdo ambiente (aCs,), constituida pelo ar da
casa de vegetacao (384 £ 9 ppm CO») e elevada (eC.), obtida pelo enriquecimento de ar
atmosférico, utilizando-se cilindros de CO; sob controle de valvulas selendides (748 + 39 ppm
COy). O enriquecimento de COz foi feito das 06:00 as 18:00 h, sendo iniciado quando as mudas
apresentaram 5-6 pares de folhas. O monitoramento da concentragdo de CO2 no interior das
camaras de topo aberto (OTC’s) foi realizado semanalmente com sensor portatil de CO»
(modelCO277, Akso Produtos Eletronicos, Sao Leopoldo, Brasil). O experimento constituiu-
se, portanto, em um arranjo fatorial (dois niveis de luz % duas concentragdes de CO2) sob

delineamento inteiramente ao acaso, com sete repeti¢des (Figura 1B).

748 Ppm COZ 748 m!
A 53% restrigdo B PP

Figura 1. Ilustra¢ao de camara de topo aberto (A) e desenho experimental do presente trabalho

(B).



17

As plantas foram irrigadas e fertilizadas conforme necessario para seu pleno
desenvolvimento. A temperatura, umidade relativa e densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (PPFD) no interior das camaras foram mensuradas em intervalos de 30 minutos
por sensores acoplados a um equipamento de registro de dados (Li-1400, LI-COR, Lincoln,
NE, EUA). Durante os trés primeiros meses (verao), foram registrados os maiores valores de
temperatura, em torno de 28.5-30 °C (temperatura média de 29 °C) dentro das OTCs sem
restricdo luminosa. Nesse mesmo periodo, as cAmaras sombreadas apresentaram uma redugao
de até¢ 1.63 °C nas temperaturas médias diurnas em relagdo aquelas registradas a pleno sol.
Durante o periodo de abril a julho, as temperaturas médias dentro das OTCs permaneceram em
torno de 23 °C, independentemente da disponibilidade de luz.

Apoés a instalagdo do experimento, as avaliagdes fisioldgicas e morfoldgicas tiveram
inicio concomitantemente a emissao dos primeiros pares de folhas desenvolvidos apos a
aplicacdo dos tratamentos. As avaliagdes e amostragens foram realizadas em folhas
completamente expandidas, localizadas no terceiro e quarto par de folhas a partir do apice dos
ramos plagiotrdpicos. Os parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila @ foram
avaliados no intervalo de 08:00 a 10:00 h (tempo solar). Para as anélises bioquimicas, os tecidos
foliares foram coletados nos mesmos horarios, congelados em nitrogénio liquido e armazenados

a-80 °C.

2.2 Crescimento vegetativo

As avaliagdes de crescimento foram realizadas a cada 15 dias, mensurando-se o
comprimento e¢ a largura das folhas, didmetro do ramo ortotrépico, altura da planta,
comprimento do ramo plagiotropico, nimero de folhas e nimero de ramos em toda a copa das
plantas. As medidas de comprimento e a largura das folhas foram utilizadas para estimar a area
foliar total, conforme Antunes et al. (2008).

Ao final do experimento, foram realizadas medidas destrutivas, em que folhas, caules e
raizes foram secados em estufa a 70 °C, até massa seca constante, para a obten¢cdo da massa
seca de folhas (MSFolha), massa seca de ramos (MSRamo), massa seca do caule (MSCaule) e
massa seca das raizes (MSRaiz). Além disso, folhas do terco médio da planta, secadas em estufa
a 70 °C até massa constante, foram usadas para calcular a area foliar especifica (AFE; m? kg~
. A AFE foi obtida, para cada unidade experimental, relacionando-se a area foliar (m?) com

sua respectiva massa seca (kg)
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2.3 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de trocas gasosas foram determinados com as medigoes de fluorescéncia
da clorofila a (Chl/ a), simultaneamente, através da andlise do sistema de trocas gasosas,
efetuada por uma camara integrada de fluorescéncia (LI-6400-40, LI-Cor Lincoln, EUA).
Foram medidos 4, gs e C; sob radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 pmol fotons
m2 s para as plantas a pleno sol, ¢ 500 umol fotons m s! para plantas sombreadas, em
concentragdes de 400 ou 700 ppm de CO,, conforme cada tratamento de CO». Detalhes
adicionais estdo descritos em DaMatta et al. (2016).

A fim de determinar os pardmetros de fluorescéncia da Ch/ a, as folhas foram previamente
aclimatadas ao escuro, por 30 min. Os tecidos foliares foram inicialmente expostos a um fraco
pulso de luz (0,03 umol m?s!) para a determinagdo da fluorescéncia inicial (F,). Em seguida,
um pulso de luz saturante, com irradidncia de 8000 pumol fotons m2s! e duragio de 0,8 s, foi
aplicado para garantir a emissao maxima de fluorescéncia (Fm), utilizada para a estimagao da
maxima eficiéncia fotoquimica do FSII (F\v/Fm= (Fm - Fo)/Fm). Em folhas adaptadas a luz, a
eficiéncia fotoquimica atual do FSII da taxa de transporte de elétrons (Qpsii = Fin’ - Fs/F’) € a
eficiéncia de captura de energia pelo centro de reagdo aberto (Fy'/Fn’ = (Fu’ - Fo’) /Fm’) foi
determinada a partir da fluorescéncia no estado estaciondrio (Fs) e fluorescéncia maxima
durante um pulso de satura¢do da luz de c. 8000 pmol fotons m?s™!, com duracdo de 0,8 s (Fi’),
segundo Genty et al. (1989). A taxa de transporte de elétrons (TTE) foi entdo calculada a partir
da equacdo TTE = ®psyxpfxaxRFA, em que a € a absortancia foliar (utilizou-se o valor de 0,91)
e P reflete o particionamento de elétrons absorvidos entre os FSII e FSI (utilizou-se o valor
padrdo 0,5).

A taxa de respiragdo mitocondrial no escuro (R.) foi medida & meia-noite e usada para
estimar a taxa de respiragao diurna (Rq), de acordo com Lloyd et al. (1995), que foi, por sua
vez, utilizada para calcular a fotorrespiragdo. A taxa fotorrespiratoria (Rr) da RuBisCO foi
calculada pela equagao: Ry = (1/12)x[TTE - 4 (4 + Rq)], de acordo com Valentini et al. (1995).
Dessa forma, foi possivel calcular a taxa de fotossintese bruta (4y), a partir da equacao [4= 4y
- (R Ry)], para a obtencao da razao R¢/Ay. Ressalta-se que os valores de R. foram devidamente
corrigidos para vazamentos, tanto a 400 ppm de CO; quanto para 700 ppm de CO».

Foram realizadas sete curvas de resposta de 4 a concentracdo interna de CO> (4/C;), em
diferentes plantas por tratamento. Também foram feitas curvas 4/C; com folhas mortas por

fervura, para corrigir os valores de 4 e Cj, em fung¢ao dos vazamentos de CO> e vapor de agua
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na camara do analisador de gases (Flexas et al., 2007; Rodeghiero et al., 2007). As curvas A/C;
foram iniciadas em [CO2] equivalente a cada ambiente, 400 ppm para plantas cultivadas sob
aC, e 700 ppm, para as plantas cultivadas sob eCa. Essas curvas foram obtidas sob 1000 pmol
de fotons m? s!, uma irradidncia saturante, mas nio fotoinibitdria. As curvas foram iniciadas
quando os valores de 4 e gs se tornaram constantes e, a partir de entdo, C, foi gradualmente
reduzida até 50 ppm. Posteriormente, C, foi aumentada gradualmente até atingir 1600 ppm de
COo. Dessa forma, as curvas foram obtidas com um total de 12 pontos (Long e Bernacchi, 2003)
e utilizadas para os calculo de C., segundo Haley et al. (1992), de acordo com a equacao:
Ce = {T*x[Jp + 8%(A + R} J& - 4 + (4 + Ro)]

O ponto de compensagdo de CO> na ausé€ncia da respiragdo (I'*) utilizado para o café foi
de 39,6 pbar (Martins et al., 2013), devidamente corrigido para a temperatura foliar. Os valores
de TTE foram corrigidos (Jr) com base em medicdes de absortancia foliar (o) e utilizando-se
um B de 0,5. Os valores calculados de C¢, foram entdo usados para estimar gm, conforme Harley
et al. (1992):

gm=A/(Ci - Ce)

A partir das curvas 4/C; e A/C. foram calculadas a taxa maxima de carboxilagdo pela
RuBisCO (Vemax) € a taxa maxima de carboxilagdo limitada pelo transporte de elétrons (Jmax)
em base C; e Cg, utilizando-se de técnicas de regressao nao-linear segundo Farquhar et al. (1980)
e modificadas por Sharkey (1985) e Harley e Sharkey (1991). O modelo utilizado para as curvas
foi FvCB (Farquhar-Von Caemmerer-Berry), o qual considera a curva A/C; como uma hipérbole
nao retangular, permitindo assim, o calculo de Vemax € Jmax (Ethier e Livington, 2004). Os dados
foram ajustados pelo método iterativo, ou seja, utilizando-se de minimas diferencas de
quadrados minimos, calculados com a ferramenta Solver do Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EUA). Para os céalculos de Vemax € Jmax foram utilizadas as
constantes de Michaelis-Menten (K. = 10,3 uM e K, = 479 uM respectivamente) para o cafg,
como descritos por Martins et al. (2013), com as devidas corregdes para a temperatura foliar e
solubilidade dos gases. Além disso, foi calculada a concentragdo CO: cloroplastidial de
transi¢ao (Cewans), que representa a concentracdo de CO» entre a fase limitada pela RuBisCO e
a fase limitada pela regeneragao da RuBP, calculada segundo Gu et al. (2010).

Cetrans = (Jmax*Km - 8% Vemax XI'™* - Jmax)
em que Km ¢ a constante efetiva de Michaelis-Menten para o CO», considerando a competicao
da RuBisCO com o O (Martins et al., 2014a). As limitacdes a fotossintese foram calculadas de

acordo com Grassi e Magnani (2005), em suas fracdes correspondentes as limitagdes
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estomaticas (/s), mesofilicas (/m) € bioquimicas (/). Para tal, foram utilizados os valores de g,
Zm, Vemaxna base Ce, Kim € Ce, previamente calculados
Is = [(gtot/gs_c02)*0A/OC:]/(gtot + OA/OC:)
Im = [(gtot/gm)*OA/OC.]/(gtot + OA/OC:)
Ib = gtot/(gtot + OA/OC:)
em que gs co2 € a condutincia estomatica ao CO2, gm € a condutancia mesofilica ao CO; (Harley
etal., 1992) e giot € a condutancia total ao CO», desde o ambiente até o cloroplasto (gt = 1/gs co2

+ 1/gm), enquanto 04/0C. é dada pela seguinte equacao: 0A/0Cc =[Vemax*(I'* + Km)]/(Ce + Km).

2.4 Anatomia foliar

Retirou-se fragmentos centrais de folhas do terceiro par do &pice dos ramos
plagiotrépicos, expandidas apos o inicio da aplicagdo dos tratamentos. Os fragmentos foram
coletados e fixados em FAA7 ([formaldeido: alcool etilico 70%: acido acético] (Johansen,
1940) por 48 h e, posteriormente, armazenados em etanol aquoso (70% v:v) (Martins et al.,
2014a).

Para a obtencao de cortes transversais, as amostras de laminas foliares foram embebidas
em metacrilato (Historesina - Leica Microsystems Nussloch, Heidelberg, Alemanha), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Foram realizados cortes de se¢des transversais (5 um de
espessura) com o uso de um micrétomo rotativo de avanco automatico (Leica RM2155, Leica
Microsystems Inc., Derfild, USA); os cortes foram entdo corados com azul de toluidina a pH
4,0 (O’Brien et al., 1964), e montados em resina sintética (Permount). Para avaliar a distribui¢ao
de nervuras e caracteristicas estomaticas, foram coletadas amostras de 200 mm? da porg¢do
mediana de cada folha, evitando-se a nervura principal, submetidas ao processo de diafanizagao
empregando o método de Strittmatter (1973). Os fragmentos foliares passaram por um processo
de ebuli¢do, 5 minutos em solucdo de alcool etilico absoluto + hidréxido de sodio a 10% (1:1);
em seguida, as amostras foram inicialmente lavadas em agua corrente e, subsequentemente,
mais trés vezes em agua destilada (3 min). O material foi clarificado com solu¢do aquosa de
hipoclorito de s6dio durante 10 a 15 min e, em seguida, foram realizadas cinco lavagens em
agua destilada, 3 minutos cada. O material foi entdo submetido a desidratacdo com alcool 70%,
por 10 min, e corado com uma solucao hidroalcéolica de safranina a 1%, por 30 min. Esse
material foi tratado numa série etandlica, ou seja, os fragmentos foram mantidos, por 5 minutos,
em etanol 80%, 70%, 50% e, por fim, lavados em dgua destilada. Para a montagem das laminas,

os fragmentos de folhas foram colocados em laminas com gelatina glicerinada e fotografados.
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As laminas foram fotografadas por meio de um microscopio de luz (AX70 TRF, Olympus
Optical, Toquio, Japao) acoplado a camera fotografica digital (Zeis AxioCan HRc, Géttinger,
Alemanha) e um microcomputador com o programa de captura de imagens Axio Vision, para
digitalizar e armazenar as imagens obtidas. Para a avaliacdo da densidade de venacdo (DV),
densidade estomatica (DE) e indice estomatico (IE) foram obtidas imagens de cinco campos de
visdo e, para avaliar a espessura dos tecidos foliares e as caracteristicas hidraulicas da nervura
central, foram obtidas imagens de trés campos de visdo. As laminas utilizadas para medir a
densidade de venacdo (DV) foram fotografadas com a amplificacio de 4 x. As laminas
utilizadas para medir a espessuras dos tecidos que constituem o limbo foliar, as caracteristicas
da nervura central e DE foram fotografadas com a amplificacao de 10 x e, para medir o IE e o
comprimento da célula-guarda (CCG), as laminas foram fotografadas com a amplificagdo de
20 x.

Todas as medi¢des foram feitas utilizando-se o programa de analise de imagem Image
Pro-Plus (versao 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). As espessuras dos parénquimas
paligadico (PP) e lacunoso (PL), epiderme superior (ES), epiderme inferior (EI) e espessura do
limbo foliar (LF); comprimento da célula-guarda (CCG), didmetro hidraulico do limen do
xilema (Dh), nimero de células do xilema (NC) da nervura central, area total dos vasos (ATV),
numero de vasos (NV) e a frequéncia da classe de didmetro dos vasos do xilema da nervura
central (4, 7, 10, 13, 16 ¢ 19 pum) foram mensurados em um. A DV, DE e IE foram calculados
como descrito em Martins et al. (2014a).

Para a determinagdo da DE e do IE, foram contabilizados o nimero de estomatos (S) € o
numero de células epidérmicas (E). O IE foi calculado mediante a seguinte equagao:

IE = [S/(E + S)]x100

A DE foi obtida com base na relagdo de S dividido pela area total da imagem. A DV foi
calculada com base na soma dos comprimentos totais das nervuras, dividida pela area total da
imagem.

As andlises de diametro dos condutos da nervura central do xilema foram utilizadas para
determinagdo da condutancia hidraulica axial teorica foliar (K;). Dessa forma, os condutos
foram tratados como elipses e o K foi obtido por meio da seguinte equagao

K = Z[(mxa®xb?)/(64xnxa**<b?)]
em que a e b representam o didmetro interno maior e menor dos condutos, respectivamente, e
n € a viscosidade da agua a 25 °C (Lewis et al., 1995). O somatorio se refere a soma da

condutividade de todos os condutos que foram medidos.
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2.5 Avaliacoes metabolicas

Foram coletadas amostras de 10 mg de tecido foliar, previamente liofilizado e moido, as
quais foi adicionado metanol puro; a mistura foi incubada a 70 °C, durante 30 min. Apos
centrifugacdo (16200 x g, por 5 min), hexoses (glicose e frutose), sacarose e aminodcidos totais
presentes no sobrenadante, e amido e proteinas (método de Bradford) presentes no sedimento
insoltivel em metanol, foram quantificados conforme descrito por Praxedes et al. (2006) e
Ronchi et al. (2006). Os pigmentos (Ch/ e carotenoides) foram extraidos com a acetona aquosa
80% (v:v) e quantificados de acordo com Lichtenthaler (1987). O nitrato foi quantificado de
acordo com Eaton et al. (2005), enquanto o nitrogénio total foi determinado pelo método de

Kjeldahl, segundo Matos e Mendonga (2017).

2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, segundo o modelo estatistico

apresentado a seguir:
Yijk = W+ o 5+ (ay)i + eik

em que yijk ¢ a observacao do nivel i do fator intensidade luminosa e j do fator Ca na repeti¢ao
k, n é amédia geral, a; € o efeito fixo do nivel 1 do fator luz, y; ¢ o efeito fixo nivel j do fator C,
(ay);j € o efeito fixo da interacdo entre o nivel 1 do fator luz e o nivel j do fator C., ejj € residuo
associado ao nivel i do fator intensidade luminosa e j do fator C, na repeti¢ao k. Posteriormente,
desdobrou-se a interagdo (ay);, € testou-se os contrastes gerados (sombra: eCa vs aCla, sol: eCa,
vs aC,, eCy: sombra vs sol e aC,: sombra vs sol) via teste F, a 5% de probabilidade. Para verificar
o efeito da variagdo instantanea em C, ¢ RFA, também se testou os contrastes definidos pela
variagdo instantdnea em C, (700 ppm vs 400 ppm) e RFA (1000 pumol de fotons m? s vs 500
umol de fétons m2 s7!) para cada um dos tratamentos (sombra e eCa, sombra ¢ aCy, sol € eCa €
sol e aCy:) via teste F, a 5% de probabilidade. Todas as andlises descritas acima foram realizadas
usando os pacotes base e car (Fox e Weisberg, 2019; R Core Team, 2020) do ambiente R (R
Core Team, 2020).

3. Resultados
3.1 Trocas gasosas, fluorescéncia da Chl a e curvas de resposta ao CO:
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As plantas submetidas a restricdo luminosa (sombra), apresentaram menor 4 (aCa: 13%,
eCa: 27%), associadas a menores valores de £ (aCa: 32%, eCa: 35%) e Ri/Av (aCa: 19%, eCa:
50%) em relacdo aqueles das plantas sem restricdo luminosa (sol) (Figura 2). Além disso, as
plantas sob restricdo luminosa apresentaram valores menores de gs (ca. 25%,
independentemente de C,) em relagdo aos das plantas sob sol, porém, significativo apenas para
plantas sob eCa.

A eC, acarretou incrementos significativos em A (sombra: 45% e sol: 72%) e C;
(sombra:84% e sol: 88%), independentemente da intensidade luminosa (Figura 2A e C). Em
contrapartida, observou-se redugdo da razao Ri/Ap sob eCa, de 71% sob sombra e 54% sob sol;
como consequéncia, plantas sombreadas apresentaram valores de R¢/Ap aproximadamente 50%
menores (0,06) quando comparados aos das plantas crescidas sob sol (0,12), enquanto os
valores de R. apresentaram pequenas alteracdes em resposta a intensidade luminosa, com

pequena redugdo nas plantas sombreadas e sob aC, (Figura 2E ¢ F).
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Figura 2. Trocas gasosas de plantas de café cultivadas com 53% de restricao de luz (quadrante
cinza) ou a pleno sol (quadrante branco) e sob [CO.] ambiente (aCa,) ou elevada (eCa). 4 € a
assimilagdo liquida de CO2 (A); gs € a condutancia estomatica (B); C; € a concentragdo de CO>
na cavidade subestomadtica (C); E ¢ a taxa de transpiragdo (D); Ri/4, ¢ a razdo entre a
fotorrespiracao e a assimilagdo bruta de CO2 (E) e R. ¢ a taxa de respiragdo noturna (F).
Simbolos, quando mostrados, representam diferencas significativas (teste F, P < 0,05) entre
médias obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [COz] (*), ou entre médias
de plantas sob aC; e eCa, dentro de um mesmo regime de luz (#). n = 7 £ erro-padrao.

Quanto a fluorescéncia da Chl a, observou-se que as plantas apresentaram valores de
Fy/Frnem torno de 0,8, tanto para as plantas de sol quanto para as plantas de sombra (Figura
3A). As plantas sombreadas apresentaram incremento em ®psyi, apesar de menor TTE (Figura
3C e D), tanto sob eC, quanto sob aCa. Contudo, as plantas cultivadas sob eC, apresentaram
ajustes fotoquimicos claros, independentemente da disponibilidade de luz, a julgar pelos

incrementos em F’/Fn’ (sombra:32%, sol: 25%) e redugdes na relagdo TTE/A4 (sombra: 38%,
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sol: 36%) e em NPQ (sombra: 47%, sol: 39% sol) (Figura 4B, E e F), ou seja, a eC, pode
contribuir para maior aproveitamento da luz em processos fotoquimicos da fotossintese, tanto

em ambiente sombreados quanto em ambientes a pleno sol.
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Figura 3. Valores médios de parametros de fluorescéncia da clorofila @ de plantas de café
cultivadas com 53% de restricao de luz (quadrante cinza) ou a pleno sol (quadrante branco) e
sob [CO2] ambiente (aC,) ou elevada (eCa). F\v/Fm é o rendimento quantico potencial do
fotossistema II (A); F\’/Fn’ ¢ a efici€ncia de captura de energia pelos centros de reacdo abertos
(B); ®psi eficiéncia fotoquimica atual do FSII da taxa de transporte de elétrons (C); TTE ¢ a
taxa de transporte de elétrons (D); TTE/A ¢ a relacdo entre taxa de transporte de elétrons e a
taxa de assimilacdo liquida de CO> (E) e NPQ ¢ o coeficiente de dissipagdo ndo fotoquimica
(F). Simbolos, quando mostrados, representam diferencas significativas (teste F, P < 0,05) entre
médias obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [CO2z] (*), ou entre médias
de plantas sob aC, e eCa, dentro de um mesmo regime de luz (#) n = 7 = erro-padrao.

As plantas sombreadas apresentaram redugdes em Vemax em base Ci(aCa: 22%, eCa: 17%)

(Tabela 1) quando comparadas com suas respectivas contrapartes ao sol. No entanto, apenas as
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plantas sob eC, responderam a intensidade luminosa para as variaveis Vemax € Jmax €em base Ce,
1.e. as plantas sob sol, quando cultivadas sob eC,, apresentaram incrementos em Vemax (21% sol)
e Jmax (15% sombra e 31% sol), em base Cc. Por outro lado, as plantas sombreadas nao

apresentaram alteracdes em Vemax € Jmax €m base C,.

Tabela 1. Parametros estimados de curvas de resposta ao CO> (4/Ci) de plantas de café
cultivadas com 53% de restri¢ao de luz ou a pleno sol e sob [CO>] ambiente (aCs,) ou elevada
(eCa). Vemax € a velocidade maxima de carboxilagdo limitada pela RuBisCO; Jmax, € a velocidade
maxima de carboxilacdo limitada pela taxa de transporte de elétrons; C. € a concentragao de
CO: nos cloroplastos; Ccwrans € a concentracdo de CO» de transicdo; gm € a condutancia
mesofilica; e I, I, I, s30 limitacdes estomaticas, mesofilicas e bioquimicas, respectivamente.
Simbolos, quando mostrados, representam diferencas significativas (teste F, P < 0,05) entre
médias obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [COz] (*), ou entre médias

de plantas sob aC; e eC,, dentro de um mesmo regime de luz (#) n = 7 £ erro-padrao.

Parametros Sombra Sol
aC, eC, aC, eC,

Vemas ci (nmol CO, m2 s 29,6 +£1,6 31,6 +1,5 38,0 +£2,2% 37,74 +2,0*
Imax_ci (pmol CO, m? s7) 61,2 £33 71,8 4,0 65,5 +29 81,32 +3.9#
Vemas ce(pmol & m? s) 544 £2.5 53,8 +£2.2 56,0 +3,8 68,06 4 8#*
Jmax_ce (umol e m? 1) 70,7 +2,7 81,5 +4,2 71,4 £3,1 94,14 +5,5#*
C. (umol CO; mol ™ ar) 140,0 +6.6 228.4 +26,0#* 1352 +12,4 237,5 +13,4#
Cetrans (Wmol CO, mol Tar) 198,8 +23,1 187,9 +7,3 208,8 +13,3 199,8 +13,6
gn(umol CO, m?s) 70,7 +£3,5 554 £7,0 67,3 +7,5 66,8 +2,1
I8 0,39 +0,013# 0,32 +0,033 0,34 +0,015 0,32 +0.015
I 0,30 +0,004 0,31 0,006 0,30 +0,003 0,33 +0.005
Iy 0,30 +0,009 0,37 +0,028# 0,37 +0,013* 0,35 +0.012

Independentemente dos tratamentos aplicados, aproximadamente 60 a 68% das
limitacdes fotossintéticas foram associadas a componentes difusivos (/s + /m), € poucas
alteragdes as limitagdes a fotossintese foram observadas em resposta a intensidade luminosa e
Ca (Tabela 1). Os tratamentos aplicados ndo alteraram /s, exceto em plantas sob sombra e eC,,
que apresentaram redu¢do de 18%, quando comparadas com as plantas sob sombra e aCa. A
limitacdo mesofilica (/m) ndo foi alterada em resposta aos tratamentos aplicados, mas o
sombreamento proporcionou reducdo de 19% em I, em plantas sob Ca. ambiente. No entanto,

cabe ressaltar que a eC, proporcionou incremento de 23% em /y, apenas nas plantas sob restri¢ao
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luminosa (Tabela 1). Sendo assim, estes resultados demonstram que eC, altera as limitacdes a
fotossintese nas plantas sombreadas, contribuindo para a redugdo em /s e incremento em /.
Além disso, sob eC, observaram-se incrementos em C. (sombra: 63% sombra ¢ sol: 75%), mas,
independentemente dos resultados acima descritos, registra-se que gm € Ceirans N30 responderam

a intensidade luminosa e a C, (Tabela 1).

3.2 Bioguimica foliar

Sob aCi,, as plantas sombreadas, comparadas as plantas a pleno sol, apresentaram
incremento de 27% na concentragdo de clorofilas totais (Ch/ a+b) em base de massa; no entanto,
sob eCa. essa resposta ndo foi observada. Ademais, apenas as plantas sob sombra e aC;
apresentaram uma menor razao Chl/ a/Chl b em relagdo a plantas sob sol e aC,. As concentragdes

de Car e de Chl a+b em base de area nao foram influenciadas pelos tratamentos aplicados.

Tabela 2. Concentragdes de compostos bioquimicos foliares de plantas de café cultivadas com
53% de restricao de luz ou a pleno sol e sob [COz] ambiente (aCs) ou elevada (eC.). Chl a+b
sdo clorofilas totais e Car representa carotenoides. Também sdo apresentados os niveis de
amido, glicose, frutose, sacarose, agucares totais, aminoacidos, proteinas, nitrato e nitrogénio
total. Simbolos, quando mostrados, representam diferencas significativas (teste F, P < 0,05)
entre médias obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [CO2] (*), ou entre

médias de plantas sob aC; e eC,, dentro de um mesmo regime de luz (#) n = 7 £ erro-padrao.

Para Sombra Sol
arametros

aC, eCa aC, eCa
Chl a+b (g kg MS) 9.3 +04 * 9,5 +1.0 7.3 40,5 8,1 40,3
Chl a+b (g m?) 0,47 0,02 0,47 0,06 0,43 +0,03 0,49 0,02
Chl a/Chlb 2,73 0,03 2,80 0,23 2,92 +0,04 * 2,87 0,04
Car (gkg! MS) 1,50 +0,04 1,52 +0,18 1,32 +0,09 1,39 +0,06
Amido (g kg' MS) 17,1 0,7 21,9 +09# 23,5 £0,8 #* 20,72 +0,9
Glicose (g kg! MS) 1,8 +0,1 2,0 +0,3 2,3 +0,3 2,0 0,2
Frutose (g kg' MS) 1,60 0,10 1,80 +0,06 1,90 £0,20 3,40 0,26 #*
Sacarose (g kg!' MS) 40,0 +2.4 34,8 +0,9 51,3 +£3,9 #* 347 +14
Acucares totais (g kg MS) 42,9 £2.6 32,8 £5,2 55,08 +4,2 #* 39,48 +5,3
Aminoacido (g kg! MS) 8,8 +0,8 11,1 +1,0 14,2 +0,7 * 14,0 +£1,2 *
Proteinas (g kg'! MS) 824 +£5,8 136,9 +13,3# 107,0 9,4 165,0 +28 8 #
Nitrato (g kg MS) 0,250 +0,010 0,320 +0,001 # 0,250 +0,010 0,310 +0,008 #

N total (g kg MS) 41,5 +1,4 462 +0,6 # 43,6 0,7 452 =11
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As plantas sombreadas apresentaram menor concentragcdo foliar de aminoacidos (aCj:
38%, eCa: 20%), independentemente de C.. Além disso, essas plantas também apresentaram
uma menor concentragdo de amido (27%), quando cultivadas sob aCa. Por outro lado, a eC,
contribuiu para alteracdes na concentragdo de amido foliar, com plantas ao sol apresentando
uma reducdo de 12%, e um incremento de 27%, em plantas a sombra. No entanto,
independentemente da intensidade luminosa, sob eC, as plantas apresentaram incrementos na
concentragdo foliar de proteina, de 66% a sombra e 54% ao sol.

As plantas sob restri¢cdo luminosa apresentaram uma redugdo de 22% na concentracao de
acucares totais, fato largamente associado a reducdes na concentragdo foliar de sacarose (22%),
sob aC,. No entanto, ressalte-se que apenas as plantas sob sol foram respondentes a eCa. Nessas
plantas, sob eC,, observou-se uma reducdo de 32% na concentragdo de sacarose, ¢ 28% na
concentragdo de agucares totais. Adicionalmente, eC, proporcionou incremento na
concentragcdo de nitrato foliar (28% sombra e 24% sol), independentemente da intensidade
luminosa. Por fim, a concentragdo de nitrogénio foliar foi significativamente maior (11%) nas

plantas sob restri¢do luminosa e eC..

3.3 Anatomia e hidraulica foliar

As plantas sombreadas apresentaram redu¢des em DE e IE, de 28% e 11%
respectivamente, enquanto apenas o IE respondeu a eC, (Tabela 3). As plantas sombreadas, sob
eCa, apresentaram um pequeno incremento no IE (10%) em relacdo as plantas de sombra e aC.
As plantas sombreadas apresentaram um incremento de 9% na espessura ES, mas essa variavel
ndo foi alterada por incrementos em C,. Por outro lado, a eCa contribuiu efetivamente para
incremento na espessura do PP (35%) e LF de plantas sob sol. Contudo, os demais aspectos
anatomicos (Dv), estomaticos (CCQG) e hidraulicos (Dh, NV, ATV e K e distribui¢ao de vasos

do xilema) ndo responderam a intensidade luminosa e tampouco a C, (Tabela 3 e Figura 3).
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Tabela 3. Caracteristicas anatdmicas da folha de plantas de café cultivadas com 53% de
restri¢ao de luz ou a pleno sol e sob [CO2] ambiente (aCa) ou elevada (eC,). DE ¢ a densidade
estomatica; IE ¢ o indice estomatico; DV ¢ a densidade de venacdo; CCG € o comprimento das
células guardas; ES e EI representam a espessura da epiderme superior e inferior,
respectivamente; PP ¢ a espessura do parénquima palicadico; PE ¢ a espessura do parénquima
esponjoso; LF ¢ espessura total do limbo foliar; Dh ¢ o diametro hidraulico do xilema; NV ¢ o
numero de vasos do xilema; K; é a condutancia hidraulica tedrica da nervura central foliar; Dh
¢ o didmetro hidraulico méximo do xilema e ATV que ¢ a area total dos vasos. Simbolos,
quando mostrados, representam diferencas significativas (teste F, P < 0,05) entre médias
obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [CO2] (*), ou entre médias de

plantas sob aCa e eCa, dentro de um mesmo regime de luz (#) n = 7 + erro-padrao.

Parametros Sombra Sol
aC, eCa aC, eC,

DE (mm™) 112,7 +6,6 126,7 £5,0 158,5 +14,2 * 134,6 £5,6
IE 10,8 +0,3 11,9 £0,3# 12,2 +0,2 * 11,8 +0,3
DV (mm mm?) 6,1 +0,2 6,9 +03 6,8 +0,3 7,3 +0,3
CCG 10 (um) 6,00 +0,05 6,00 0,05 6,00 £0,08 5,00 £0,08
ES (um) 27,3 +0,6 * 27,1 +0,7 249 +0,6 26,9 1,0
EI (um) 18,6 +0,4 18,3 +0,5 17,7 £0,6 18,0 +0,7
PP (um) 424 3,0 38,9 =£1,5 453 +3,1 52,7 £34*
PE (um) 165,9 +£7,2 183,3 +3.8 184,8 +8,3 187,3 +15,6
LF (um) 256,0 +6,8 265,0 +4,8 267,3 £10,8 293,8 +9,9 #*
Dh pm 8,6 0,1 8,3 +0,2 8,7 +0,2 8,4 0,1
Dh_Sperry (um) 14,0 +0,3 13,3 +0,3 13,6 +0,2 13,3 +0,3
NV unidade 337,1 £14,9 344,2 +£38,7 338,6 +30,1 334,8 +£39,5
K: 10 (mmol MPa ! m?s™) 0,66 +0,05 0,57 +0,09 0,63 0,05 0,57 +0,09
Dh méx (um) 18,7 +0,4 17,9 +0,4 18,4 +0,5 18,0 +0,5
ATV 10% (um) 2524 +12.4 2437 +34,5 2574 +£22.8 2412 +334

3.4 Crescimento e ganho de biomassa

De maneira geral, independentemente de Ca, o sombreamento aumentou a AFE e
comprometeu o ganho de biomassa (Figura 4A e 4F) e o crescimento das plantas (Figura 4B,
C, D ¢ E). As plantas sombreadas, comparadas as plantas a pleno sol, apresentaram reducdes
na altura (aCi: 16%, eCa: 9%), didmetro do caule (aCa: 18%, eCa: 11%), area foliar (aCa: 34%,
eCa: 22%) e namero de folhas (aCa: 34%, eCi: 25%), bem como no ganho de biomassa seca das

plantas [MSFolha (aCa: 33%, eCa: 33%), MSRamo (aCa: 48, eCa: 50%), MSCaule (aCa: 44%,



30

eCa: 39%) e MSRaiz (aCa: 50%, eCa: 41%)], o que levou a uma reducdo da massa seca total,
tanto para as plantas sob aC, (39%) quanto para eC, (37%). Por fim, cabe ressaltar que as plantas
sob sombra apresentaram menor razao de MSRaiz/AF (aCa: 23%, eCa: 27%) (Figura 4H).

Sob eCa, houve incrementos em altura (15%), diametro do caule (16%), area foliar (25%)
e numero de folhas (33%) nas plantas a sombra; no entanto, as plantas ao sol apresentaram
incrementos apenas em altura (6%) e nimero de folhas (17%). Nao obstante, eCa. também
incrementou significativamente a MSFolha (sombra: 28%, sol: 28%), MSCaule (sombra: 53%,
sol: 41%) e MSRaiz (sombra: 47%, sol: 26%), tanto nas plantas & sombra como a pleno sol. No
entanto, apenas nas plantas sob sol a MSRamo respondeu significativamente a eCa, com
incremento de 38%. Como um todo, observou-se que a eC, proporcionou incremento na
biomassa total das plantas, de 37% para plantas a sombra e 32% para plantas ao sol (Figura
4A). Por fim, cabe ressaltar, que as plantas sob sol e eC, apresentaram redu¢do na RAF (20%)
e incremento na razdo MSRaiz/AF (17%), em relacdo a seu respectivo tratamento sob Ci

ambiente (Figura 4G e H).
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Figura 4. Valores médios de parametros de crescimento em plantas de café cultivadas com
53% de restricdo de luz (quadrante cinza) ou a pleno sol (quadrante branco) e sob [CO:]
ambiente (aCa,) ou elevada (eCa). Foram apresentados massa seca fracionada e total das plantas
(A), altura das plantas (B), diametro do caule (C), area foliar total (D) e numero de folhas (E).
AFE ¢ a area foliar especifica (F) e RAF ¢ a razdo da area foliar (G). Também foi representado
a razdo massa seca radicular pela area foliar total (H). Simbolos, quando mostrados,

representam diferengas significativas (teste F, P < 0,05) entre médias obtidas de plantas a
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sombra ou ao sol, dentro de uma mesma [CO2] (*), ou entre médias de plantas sob aC, e eCs,

dentro de um mesmo regime de luz (#) n = 7 + erro-padrao.

4. Discussao

Relatou-se aqui, pela primeira vez, como a planta de café lida com a combinagdo de
diferentes intensidades de luz e C,. Demonstrou-se que o desempenho das plantas foi mais
estimulado quando as plantas foram cultivadas sob a combinacao de alta irradiancia e eCa. No
entanto, os efeitos dos fatores luz e C. comportam-se de forma ortogonal, ou seja, atuaram de
forma independente para o crescimento e desempenho fotossintético do cafeeiro. Portanto,
sugere-se que os beneficios da eC, na aptidao do café podem ser semelhantes dentro de uma
determinada faixa de intensidade de luz. Desde que: (i) o nivel de cobertura de sombra que tem
sido empregado em 4reas marginais para o cultivo de café geralmente varia de 20 a 50%
(DaMatta, 2004, 2018a), e que (ii) as plantas jovens apresentam consideravelmente menos
autossombreamento do que as plantas adultas individuais (e, portanto, os niveis de cobertura de
sombra adequada podem ser maiores do que aqueles para plantas adultas), sugere-se que os
presentes resultados possam ser extrapolados, dentre certos limites, a condigdes de campo (por
exemplo, sistemas agroflorestais). Em adi¢do, também se sugere que os resultados do presente
trabalho possam ser extrapolados para culturas como ché e cacau, que também evoluiram como
espécies de sub-bosque e tém uma fisiologia semelhante a do café (DaMatta, 2010). Até onde
se sabe, as informacgdes sobre como essas culturas sdo afetadas por eCa sob condigdes de sombra
sao completamente desconhecidas (de Sousa et al., 2019; Lahive et al., 2019; Ahammed et al.,

2020).

4.1 Trocas gasosas, fluorescéncia da Chl a e curvas de resposta ao CO;

Demonstrou-se que a luz e C, tém forte influéncia sobre o desempenho fotossintético do
cafeeiro, mas esses fatores atuam de forma independente. Como esperado, a restricdo luminosa
comprometeu os processos fotossintéticos, reduzindo as taxas de assimilagdo liquida de CO
(4), a condutancia estomatica (gs) e os processos de fotorrespira¢ao, possivelmente em virtude
de uma menor demanda de processos de transpiracdo (Katen e Vaast, 2006; Lin, 2010)
associado a menor TTE (Martins et al., 2014a; Martins et al., 2014b), semelhantemente ao
observado em muitos trabalhos de café sombreado, o que possivelmente compromete os
processos fotoquimicos € o saldo de ganho de carbono do cafeeiro. Por outro lado, a eC,

contribuiu efetivamente para incrementos em A4, tanto em plantas ao sol (72%) quanto a sombra
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(45%), aumentando C; e C., o que favoreceu os processos carboxilativos da RuBisCO
(Ainsworth e Rogers, 2007) e reduziu a fotorrespiragdo (representado por Rr/Ap) (DaMatta et
al., 2016; Wujeska-Klause et al., 2019). Sabe-se que a capacidade fotossintética do cafeeiro ¢
fortemente limitada por processos difusivos (Martins et al., 2014a); além disso, o
sombreamento apresenta forte influéncia na magnitude das trocas gasosas (Matos et al., 2009;
Cavatte et al., 2012; Martins et al., 2014a; Martins et al., 2014b; Rodriguez-Lopez et al., 2014).
Contudo, incrementos em A associados a redu¢des em gastos com fotorrespiragdo contribuem
positivamente para balanco de carbono do cafeeiro, principalmente nas plantas sob sombra e
eC,. Além disso, cabe ressaltar que as plantas sob sombra e eCa apresentaram menor 4 em
relagdo as plantas sob sol e eC,, demonstrando que o aparato fotossintético ndo estava saturado
de luz, em concordancia com Rakocevic et al. (2018), que relataram que 4 estava saturada em
plantas de café sob alta irradidncia e eCa em relagdo as plantas sob aC,, quando cultivadas em
condicoes de FACE.

Via de regra, eC, leva a redugdo de gs tanto em espécies herbaceas (Ainswort e Roger,
2007) como lenhosas (Klein e Ramon, 2019). A resposta de gs a C, ocorre sob a perspectiva de
que a coordenagdo dos estomatos esta intimamente relacionada a concentracgdo interna de CO»
(Hanstein et al., 2001), de sorte que incrementos em C; geralmente promovem uma redugao em
gs das plantas (Kollist et al., 2014). No entanto, os resultados demonstram que gs ¢ a gm das
mudas de café ndo responderam ao incremento em C,, em conformidade com resultados prévios
também obtidos com café, como observados em Ramalho et al. (2013), Rodrigues et al. (2016)
e DaMatta et al. (2018a; 2018b), o que pode contribuir, ndo somente para aumentar o saldo
liquido de carbono do cafeeiro sob eC,, mas também permitir uma adequada refrigeragcdo dos
tecidos foliares (Ghini et al., 2015).

Naturalmente, alguns ajustes fotoquimicos foram observados em resposta a luz, como
incremento em ®psy;, acompanhados de redugdo na dissipacdo energética na forma de calor
(NPQ), independentemente da C,, semelhantemente ao observado por Chaves et al. (2008) e
Rodriguez-Lopez et al. (2014). Isso ocorre devido ao fato de o cafeeiro apresentar uma marcante
plasticidade fenotipica a luz, tanto em nivel de folha quanto em nivel de planta inteira (Matos
et al., 2009; Charbonier et al., 2017). Sabe-se que, sob aC,, os valores de TTE do cafeeiro sao
suficientes para sustentar as taxas fotossintéticas (Martins et al., 2013). No entanto, sob essa
condi¢do, observou-se que a relacdo TTE/A foi significativamente maior, ou seja, sugerindo
aumento da pressao oxidativa nos cloroplastos, o que poderia contribuir para estresses

oxidativos e fotoinibi¢ao. No entanto, o incremento da pressao oxidativa foi acompanhado por
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ajuste na dissipagdo ndo fotoquimica do excesso de energia na forma de calor (NPQ), o que
certamente contribuiu para a neutralizacdo e equilibrio energético nos cloroplastos. Em
concordancia, ndo foram encontrados sinais de fotoinibi¢do, na medida em que a eficiéncia
fotoquimica méaxima do FSII (calculada como F\/Fm) mostrou-se inalterada e proxima de 0.8,
independentemente dos tratamentos aplicados.

Ressalte-se que a eC, aumentou F\’/Fn’ e reduziu a pressdo oxidativa (menor relagao
ETR/A) e a necessidade de dissipacdo de energia na forma de calor (menor NPQ),
independentemente da intensidade luminosa, confirmando os resultados de Rodrigues et al.
(2016), os quais apontam que um maior uso de energia em processos fotoquimicos (4) ¢ a
melhor maneira de garantir a protecdo do aparato fotossintético do cafeeiro sob eCi. Estes
resultados demonstram que a eC, contribuiu para um melhor aproveitamento da luz em
processos fotoquimicos da fotossintese, tanto em plantas sob sol quanto em plantas sob sombra,
devido a maior demanda energética (ATP) para a regeneracdo da RuBP sob eC, (Ainsworth e
Roger, 2007). Sendo assim, os incrementos nas taxas fotossintéticas de lenhosas sob sol (Paudel
et al,, 2018) e sombra (Kitao et al., 2015) ocorram possivelmente em fun¢do de ajustes
fotossintéticos (Kubiske e Pregitzer, 1996; Herrick e Thomas, 1999; Kitao et al., 2015) a fim
de melhorar a eficiéncia de utilizacao da luz, principalmente em plantas com restri¢ao luminosa
(DeLucia e Thomas, 2000).

Sabe-se que, durante os processos de aclimatacdo do café ao sombreamento, ocorre a
diminui¢do da velocidade de carboxilacdo (Vemax) € da taxa de transporte de elétrons (Jmax)
(Martins et al., 2014a), semelhantemente ao observado para Vemax €m plantas sob aC,. Por outro
lado, DaMatta et al. (2016) demonstraram que as variedades Catuai e Obata de Coffea arabica,
quando cultivadas a pleno sol e C, de 550 ppm, ndo alteraram Vemax € Jmax €, tampouco, a
quantidade e estado de ativacdo da RuBisCO e os processos fotoquimicos. No entanto, no
presente trabalho, observou-se que a eCa contribuiu efetivamente para incrementos em Vemax
(21%) € Jmax (31%) na base Cc, em plantas sob o sol. O incremento em Vemax € Jmax pode estar
associado a incremento na atividade de enzimas do metabolismo do carbono [RuBisCO e
Ribulose-5-fosfato cinase (Ru5PK)] e na maior eficiéncia de transporte de elétrons entre o FSII
e FSI, como observado em plantas de café cultivadas sob eCa, (Ramalho et al., 2013; Rodrigues
et al., 2016). Ressalta-se que, nesses estudos, foi utilizada Ca de 700 ppm, semelhantemente a
C, utilizada no presente trabalho, demonstrando que os incrementos em Vemax € Jmax podem
estar associados a alteracdes bioquimicas e fotoquimicas da fotossintese sob eCa, em contraste

com os dados de DaMatta et al. (2016) obtidos sob Ca de 550 ppm. Por outro lado, as plantas
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sombreadas ndo apresentaram alteragdes significativas em Vemax € Jmax quando cultivadas sob
eC,. DeLucia e Thomas (2000) e Kitao et al. (2015) também observaram que espécies florestais
de sub-bosque, quando cultivadas sob eCa, ndo alteraram Vemax € Jmax. Em todo o caso,
independentemente de ajustes em Vemax € Jmax, as plantas de sol e sombra mantiveram um
equilibrio entre Vemax € Jmax (constancia da razao Jmax/Vemax), Ou seja, um balango entre taxas de
fotossintese limitada pela RuBisCO e pela regeneracao da RuBP, como observado por Martins
et al. (2014a) e DaMatta et al. (2016).

As plantas de café, sob aC,, apresentaram C. menor que Ceirans, independentemente da
intensidade luminosa, sugerindo que as taxas fotossintéticas sao limitadas pela atividade da
RuBisCO (Martins et al., 2014a). Sendo assim, as plantas sob eC, apresentaram incrementos
em C., independentemente da intensidade luminosa, contribuindo para seu melhor desempenho
fotossintético. Para examinar a particdo das limitacdes fotossintéticas entre os processos
difusivos (/s + Im) € bioquimico (/) foram calculados os valores de gm, que, no entanto, nao
respondeu a C,. De maneira geral, independentemente da intensidade luminosa, observou-se
que as limitacdes difusivas foram as principais restricdes em A4, como demonstrado
anteriormente para plantas de café cultivadas sob C, ambiente (Martins et al. 2014a) e em planta
sob sol e FACE (DaMatta et al., 2016). No entanto, eC, nao alterou as limitagdes a fotossintese
das plantas sob sol, tal como observado por DaMatta et al. (2016). Por outro lado,
interessantemente, as plantas sombreadas e sob eC, apresentaram redug@o em /s € incrementos
Iy, a redugdo em /s pode contribuir para os processos fotossintéticos, principalmente nas horas
mais quentes do dia, quando valores de gs do café estdo normalmente abaixo de 50 mmol H>O
m=2 s! (Chaves et al., 2008; DaMatta et al., 2008, 2016) como consequéncia da crescente
demanda evaporativa. No entanto o incremento em /, pode estar relacionado a maior demanda
luminica das plantas sombreadas (Kubiske e Pregitze, 1996; Rakocevic et al., 2018), mas,
apesar de tais alteracdes, nao se observaram indicios de retrorregulacdo fotossintética. Com
efeito, semelhantemente ao verificado por Ramalho et al. (2013) e Ghini et al. (2015), sob eC,
as plantas apresentaram incrementos significativos em 4 acompanhados de constancia de gs.
Adicionalmente, observou-se auséncia de reducdes nos parametros fotossintéticos do modelo
de Farquhar-Von Cammerer-Barry (Farquhar et al., 1980), ou seja, em Vemax € Jmax €m base Ce.

Por fim, as plantas ndo apresentaram acumulo de hexoses e carboidratos ndo estruturais
(CNS) (ver abaixo), evitando assim, processos de sinalizagdo a retrorregulacdo das taxas
fotossintéticas (Long et al., 2004; Avila et al., 2020b). De maneira geral, em termos

fotossintéticos, acredita-se que o cafeeiro se beneficiara dos incrementos em C,, pois ndo
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apresenta retrorregulacdo das taxas fotossintéticas e, aparentemente, os ganhos em C¢
suplantam as limitagdes difusivas e bioquimicas, cooperando para o melhor desempenho

fotossintético do cafeeiro, mesmo sob restrigdo luminosa.

4.2 Bioquimica foliar

Sabe-se que as restricoes luminosas contribuem para uma maior concentracdo de
clorofilas totais nas folhas do cafeeiro (Chaves et al., 2008; Matos et al., 2009; Cavatte et al.,
2012; Martins et al., 2014a; Rodriguez-Lopes et al., 2014), tal como observado no presente
trabalho. Ressalta-se ainda que incrementos na concentracdo de Chl/ a+b € uma das estratégias
adotadas pelas plantas para o aumento da absor¢do de luz pelas folhas, a fim de manter um
balango positivo de carbono em condi¢cdes sombreadas (Matos et al., 2009; Gommers et al.,
2013; Xie et al., 2018). Além disso, as plantas sombreadas também apresentaram uma menor
concentracdo foliar de amido ¢ aminoacidos, somada a redug¢des na concentracao foliar de
sacarose nas plantas sob aC,, semelhantemente ao observado por Rodriguez-Lopez et al. (2014)
e Martins et al. (2014b). Em conjunto, esses dados sugerem comprometimento do desempenho
fotossintético dessas plantas em ambientes com restri¢des luminosas (Martins et al., 2014b; Xie
et al., 2018).

Muitos trabalhos demonstraram que eC, contribui para reducao do contetdo de N foliar,
em um processo conhecido como “efeito de diluicdo”, sendo esse processo usualmente
acompanhado de reducdo na concentracao foliar de proteinas e no incremento de CNS (Norby
et al., 2010; Sharwood et al., 2017; Wujeska-Klause et al., 2019; Li et al., 2018; Kitao et al.,
2019; Birami et al., 2020). Em contraste com essas informacgdes, as plantas cultivadas sob eC,
apresentaram incrementos na concentrag¢do de proteinas e nitrato foliar, independentemente da
intensidade luminosa. Adicionalmente, as plantas sob sol apresentaram redug¢do na
concentracdo de aglcares totais ¢ amido em reposta a eCa. Em um trabalho realizado por
Ramalho et al. (2013), observou-se que genotipos de café¢ cultivados em OTCs a pleno sol
apresentaram reducdes na concentragdo de CNS, evitando assim, a retrorregulagdo das taxas
fotossintéticas. Os compostos ricos em carbono e nitrogénio podem estar sendo direcionados
para o crescimento das plantas sob eC,, conforme observado também por Avila et al. (2020b).
Por outro lado, as plantas sombreadas e sob eC, ndo tiveram as concentragdes de sacarose e
acucares totais alteradas, tal como observado por Herrick e Thomas (2001) em relagdo as folhas
de Liquidambar styraciflua L. a sombra, mas apresentaram incremento na concentragdo foliar

de amido. O cafeeiro ¢ capaz de armazenar transientemente grandes quantidades de amido nas



37

folhas sem comprometer a maquinaria fotossintética, tanto em aC, (Avila et al., 2020b) como
sob eC, (DaMatta et al., 2016), de modo a evitar acimulo de hexoses que podem, mais
diretamente, levar a retrorregulacao fotossintética.

No modelo proposto por Moore et al. (1999), o acimulo de agucares totais desencadeia a
ciclagem das hexoses nas células mesofilicas, o que pode comprometer a expressao gé€nica
associada a enzimas e subunidades enzimaticas diretamente ligadas a atividade fotossintética e
induzir a retrorregulacdo das taxas fotossintéticas (Paul e Foyer, 2001; Paul e Pellny, 2003;
Long et al., 2004). No entanto, o cafeeiro apresenta uma forte coordenacdo entre os 0rgaos-
fonte e 6rgaos-dreno, de sorte que a fotossintese e o metabolismo foliar ajustam-se para evitar
os processos de retrorregulagdo das taxas fotossintéticas (do cafeeiro sob eCa (Ramalho et al.,
2013; Ghini et al., 2015; Avila et al., 2020a), mesmo durante os periodos de menor demanda

dos orgaos-dreno (DaMatta et al., 2016).

4.3 Caracteres foliares

Observou-se que a restricdo luminosa contribuiu efetivamente para um menor nimero de
folhas e area foliar total, acompanhada de incrementos significativos na AFE das plantas,
semelhantemente ao observado por Rodriguez-Lopez et al. (2014) em café sombreado. Sabe-se
que muitas caracteristicas morfo-anatomicas foliares do cafeeiro sdo influenciadas pela
intensidade luminosa que incide sobre a folha que, somadas as alteracdes fisiologicas e
bioquimicas, contribuem para o balanco positivo de carbono da copa (Matos et al., 2009). Via
de regra, lenhosas tropicais e caducifélias investem em maior AFE quando submetidas a
ambientes com restri¢cdo luminosa, via alteragdes na espessura e/ou densidade do tecido foliar.
Isso, somado a incrementos na concentrag¢do de nitrogénio foliar e clorofilas totais em base de
massa, aumentam a capacidade de intercepc¢ao e absor¢ao de luz nas folhas (Niinemets, 1997;
Chmura et al., 2017; Xie et al., 2018). Adicionalmente, sob baixa intensidade luminosa as
plantas também apresentaram uma menor DE e IE, conforme observado em outros trabalhos
para C. arabica (Matos et al., 2009; Pompelli et al., 2010b; Kufa e Burkharst, 2011; Martins et
al., 2014a) e Toona Ciliata (Carins-Murphy et al., 2012; 2014). Segundo Carins-Murphy et al.
(2012), a menor DE esté associada a uma “dilui¢do™ passiva dos estomatos, frente & maior area
foliar observada em plantas sombreadas. No entanto, as redugdes no IE demonstram que o
sombreamento ¢ capaz de alterar a diferenciacdo de células estomaticas durante a formagao das
folhas (Pompeli et al., 2010b). Sendo assim, a reducdo na DE e no IE demonstraram que o

sombreamento contribuiu para a redugdo na quantidade de estomatos em folhas de café (Martins
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et al., 2014a; Pompeli et al., 2010b). Contudo, alteracdes na DE e IE sdao importantes durante
os processos de aclimatacao das plantas em ambientes sombreados (Carins-Murphy etal., 2012;
Sack et al., 2015; Aasamaa e Aphalo, 2017), uma vez que restri¢des luminosas podem alterar a
demanda evaporativa e a taxa fotossintética de plantas a sombra (Carins-Murphy et al., 2012).

Alguns autores demonstraram que a eC. pode alterar caracteristicas morfologicas e
anatomicas das plantas C3 (Granado e Korner, 2002; Kimball et al., 2007; Thomas e Harvey,
1983). No entanto, no presente trabalho, poucos caracteres morfo-anatomicos foliares foram
alterados em resposta a eCa. As plantas cultivadas sob eCa. apresentaram maior area foliar total
e numero de folhas, fato possivelmente associado ao aumento da velocidade de expansao foliar
do cafeeiro em resposta a eCa (Rakocevic e Matsunaga, 2018), principalmente no ter¢o médio
das plantas (Rakocevic et al., 2018). Além disso, plantas sombreadas apresentaram um pequeno
incremento na IE sob eC,, em contraste aos resultados observados por Moutinho-Pereira et al.
(2009), Ramalho et al. (2013) e Large et al. (2017), a medida em que esses autores apontaram
uma possivel redugdo na DE e no IE em resposta a incrementos em C,. No entanto, no trabalho
realizado em plantas de Juniperus communis, foi possivel observar incrementos no IE sob eCa
(Tognetti et al., 2000). Adicionalmente, observou-se que as plantas cultivadas a pleno sol
apresentaram incrementos em PP e LF quando cultivadas sob eC,. Em trabalhos com Vitis
vinifera L. e genotipos de Populus ssp. também se observou um incremento na espessura do
parénquima pali¢adico associado a um maior tamanho das células do mesofilo (Radoglou e
Jarvis, 1990; Moutinho-Pereira et al., 2009) o que pode aumentar o nimero de cloroplastos,
suportando, assim, as maiores taxas fotossintéticas (Moutinho-Pereira et al., 2009), crescimento

e incorporagao de biomassa em plantas cultivadas sob eC, (Radoglou e Jarvis, 1990).

4.4 Crescimento e ganho de biomassa

A biomassa fornece a avaliacdo mais direta do desempenho da planta como um produto
do crescimento (Dawson et al., 2012). Portanto, as alteracdes na biomassa podem ser traduzidas
num indicador mais amplo da capacidade de uma planta de responder e utilizar os diversos
suprimentos de recursos (luz e C,). Sabe-se que as cultivares modernas de café foram
selecionadas para ambientes a pleno sol (DaMatta, 2004) e existe uma relagcdo direta entre a
disponibilidade de luz e o acimulo de biomassa para essas cultivares (Rodriguez-Lépez et al.,
2014; Oliosi et al., 2016), o que possivelmente comprometeu o crescimento (altura, didmetro,

area foliar e numero de folhas) e o ganho de biomassa das plantas sombreadas.
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Em espécies lenhosas de ambiente tropical, a fertilizagdo com CO; contribui para maiores
taxas de crescimento relativo (TCR) (Nasto et al., 2019; Thompson et al., 2019; Oliveira e
Marenco, 2020), maior crescimento de raiz e da parte aérea (Li et al., 2018) e um maior ganho
de biomassa (Tobita et al., 2019; Birami et al., 2020). Semelhantemente ao observado para
outras espécies, os caracteres morfologicos do cafeeiro e a TCR (Anexo: Figura II) responderam
a eCy, tanto a sombra quanto ao sol. Sendo assim, foi possivel demonstrar que a capacidade do
cafeeiro de crescer e acumular biomassa depende dos niveis de luz e C,, mas os efeitos desses
fatores foram ortogonais, ou seja, o crescimento estimulado pela eC, ocorreu tanto para plantas
sob sol quanto a sombra.

O aumento da biomassa observado em plantas sob eCa parecia ser, principalmente, uma
consequéncia das alteragdes morfologicas que foram orquestradas em nivel da planta inteira,
conforme pode-se constatar pelo aumento da altura e didmetro do caule, associado ao maior
numero de folhas e area foliar total e ao maior desenvolvimento dos ramos plagiotropicos.
Sendo assim, o maior numero de ramos implica em maior nimero de nos para acomodar o
maior nimero de folhas que foi formado, principalmente em plantas sob sol e eCa. Além disso,
maior area foliar associada a ajustes fisiologicos, como maior taxa de assimila¢do liquida de
CO,, possivelmente contribuirdo para maior disponibilidade de fotoassimilados e maior
crescimento das plantas, semelhantemente ao observado em outros trabalhos com o cafeeiro
(Ghini et al., 2015) e outras espécies arboreas (Kimball et al., 2007; Dios et al., 2016; Paudel et
al., 2018; Oliveira e Marenco, 2020).

Muitos trabalhos demonstraram que a eC, contribui efetivamente para o incremento de
biomassa de plantas lenhosas de clima tropical e temperado, com incrementos que podem
chegar a até¢ 60% (Granado e Korner, 2002; Kimball et al., 2007; Kitao et al., 2015; Dios et al.,
2016; Kimball, 2016; Valladares et al., 2016; Birami et al., 2020; Kim et al., 2020). Neste
estudo, as plantas cultivadas sob eC, também apresentaram maior ganho de biomassa,
principalmente para a MSFolha, MSCaule e MSRaiz, tanto nas plantas a sombra quanto ao sol.
No entanto, as alteracdes significativas na particdo de biomassa foram minimas em todas as
combinagdes de tratamento. Cabe ressaltar que a eCa proporcionou alteracdo no padrdao de
alocacao de biomassa das plantas, com incremento na fracao caulinar, independentemente da
intensidade luminosa (Anexo: Figura III). De forma semelhante, Hattenchuwiler e Korner
(1998) e Tobita et al. (2019) também observaram que sob eCa. espécies lenhosas podem

aumentar a alocagdo de biomassa acima do solo.
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Observou-se outro fato interessante: incrementos em C, proporcionaram reducdes em
RAF para as plantas sob sol; esta resposta pode estar associada a maiores taxas fotossintéticas
por unidade de recursos investidos na constru¢do de tecidos fotossintetizantes. Além disso, sob
essas condigdes, as plantas também apresentaram maiores razdes de MSRaiz/AF, o que podera
contribuir para melhor captagdo de agua, hidratagao das plantas e condutancia estomatica,
mesmo sob limitagdes hidricas (Avila et al., 2020a; 2020b). Essas alteracdes alométricas podem
contribuir para que as plantas de café suportem outros estresses, comumente observados em
plantios convencionais. Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com
outros trabalhos que mostram a capacidade da eCa. em mitigar estresses causados por calor
(Rodrigues et al., 2016) e seca (Avila et al., 2020a e 2020b) em plantas de café sob sol e eCa.

O incremento em C, melhora o desempenho fotossintético do cafeeiro (Ramalho et al.,
2013; DaMatta et al., 2016; DaMatta et al., 2018a; 2018b), contribuindo para um balango
positivo de carbono, maior crescimento das plantas (Ghini et al., 2015) e alteragdes no acumulo
e particao de biomassa (Avila et al., 2020a). Os resultados encontrados neste trabalho também
demonstraram que eCa. contribuiu para ganhos fotossintéticos e crescimento do cafeeiro,
independentemente da intensidade luminosa. Diante desses fatos, acredita-se que o café
sombreado também se beneficiard do incremento em C,, 0 que poderd contribuir para a
manuteng¢do da cafeicultura em regides tropicais, assim como sugerem as previsoes de Rhan et

al. (2018) e Gomes et al. (2020) para as principais regides produtoras de café.

5. Conclusao

De maneira ortogonal, a luz e a C, melhoraram o desempenho fotossintético e o
crescimento do cafeeiro. A eC. contribuiu efetivamente para a melhoria da performance
fotossintética das plantas de café a medida em que o incremento em C, permitiu suplantar as
restricdes difusivas a fotossintese do cafeeiro. No entanto, o estimulo fotossintético ocorreu
sem efeito direto sobre gs € gm € ndo apresentou sinais de retrorregulacdo das taxas
fotossintéticas. Além disso, a restricdo luminosa, somada a eCa, promoveu significativa redugdo
em Ry/Ayp, contribuindo para o balango positivo de ganho de carbono, principalmente das plantas
sombreadas. Ressalta-se, ainda, que, independentemente da intensidade luminosa, a eC,
promoveu maior crescimento ¢ acuimulo de biomassa, bem como uma pequena altera¢do no
padrdo de alocagdo de biomassa em funcao do incremento da fragdo caulinar.

No geral, os resultados sugerem que: (i) alteracdes ligadas a eC,, como aumento da razao

MSRaiz/AFT e baixa pressdao oxidativa podem ajudar a planta de café a suportar condigdes
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estressantes tipicas de ambientes sob sol e; (ii) eC, poderia agir em conjunto com um nivel
adequado de cobertura de sombra para mitigar os efeitos negativos das mudancas climaticas
para a cultura do café. Nesse sentido, a combina¢ao de eC, com sombreamento poderia ajudar
areverter a inadequagao de muitas regides do mundo que podem se tornar improprias ao cultivo

e a producdo de café¢ em face das atuais e futuras mudancgas climaticas.
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Figura 1. Distribui¢do de classes de didmetro dos vasos do xilema da nervura central ao final
de 180 dias crescidas com 53% de restricao de luz ou a pleno sol e sob [CO2] ambiente (aCs)

ou elevada (eC,).
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Figura II. Taxa de crescimento relativo (TCR) de plantas de café cultivadas com 53% de
perio

restricdo de luz ou a pleno sol e sob [CO2] ambiente (aCa,) ou elevada (eCs,), avaliadas entre o
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Figura III. Particao de biomassa seca ao final do experimento em plantas de café cultivadas
com 53% de restri¢do de luz (quadrante cinza) ou a pleno sol (quadrante branco) e sob [CO2]
ambiente (aCa) ou elevada (eCa). Simbolos, quando mostrados, representam diferencas
significativas (teste F, P < 0,05) entre médias obtidas de plantas a sombra ou ao sol, dentro de
uma mesma [CO2] (*), ou entre médias de plantas sob aC, e eCa, dentro de um mesmo regime
de luz (#) n = 7 £ erro-padrao.
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