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RESUMO

As alteracbes climéticas, associadas ao aumento da [CO,] atmosférica (eCO,) e a
alteracdes nos padrbes pluviométricos intra e interanuais, tornardo mais frequentes e
severos 0s episodios de défice hidrico sobre as culturas, incluindo a do café uma das mais
importantes da regido tropical. Pretendeu-se estudar os processos de aclimatacdo do
cafeeiro ao défice hidrico, e compreender o potencial efeito mitigador do eCO, em plantas:
1) de dois gendtipos das principais espécies produtoras, Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica L. cv. Icatu), 2) desenvolvidas em
[CO,] atmosférica ambiente (aCO,, 380 pL L™) e elevada (eCO,, 700 pL L™), 3) submetidas
a conforto hidrico (WW), e défices hidrico moderado (MWD) e severo (SWD), 4) focando o
processo fotossintético e mecanismos de defesa/aclimatagdo. Em aCO,, o MWD diminuiu a
fotossintese liquida (P,), sem efeitos ndo-estomaticos em ambos os genétipos. SWD afetou
significativamente a maquinaria fotossintética de CL153, mas ndo a de Icatu. Este mostrou
tolerancia, mantendo o funcionamento potencial (e.g., capacidade fotossintética, Amax;
eficiéncia fotoquimica do fotossistema (PS) Il, F./F,,; atividade da RuBisCO) e refor¢cando
componentes fotossintéticos (e.g., proteinas ligadas aos PSs; transportadores tilacoidais de
eletrdes, como PQ-9 e Cit f), e outros ligados a mecanismos de defesa como pigmentos
fotoprotetores (zeaxantina, Zea; luteina), enzimas antioxidativas (Cu,Zn-superoxido
dismutase, SOD), moléculas de protecdo (proteina de choque térmico, HSP70;
componentes do transporte ciclico de eletrdes, CEF), conjugado com alteracdes qualitativas
e quantitativas dos acidos gordos (AGs) das membranas cloroplastidiais. Em eCO, e WW, a
P, aumentou em ambos os gendtipos, suportada pela reducdo da limitacéo a difuséo de CO,
e da fotorespiracdo, e pelo reforco de componentes foto- e bioquimicos (e.g., PSs,
RuBisCO). A interacdo eCO, vs. MWD traduziu-se no menor impacto da seca na P, e
reforco de moléculas de protecdo (e.g., Zea; ascorbato peroxidase, APX; ascorbato, Asc;
HSP70) em ambos os genétipos. Em CL153 sob SWD, o eCO,, promoveu aumentos
moderados de carotenoides (significativo para neoxantina), enzimas antioxidativas, Asc, e
dos principais AGs (C18:3 e C16:0), reverteu o impacto nos PSs e citocromos, resultando na
reducdo da fotoinibicdo cronica e do indice de dano membranar. J& em Icatu, a eCO,
reforcou componentes (e.g., citocromos; actividade dos PSs) e moléculas protectoras (SOD;
APX; Asc; HSP70), mantendo aumentos ja observados em aCO, (e.g., carotenoides;
proteinas ligadas aos fotossistemas, CEF, AGs). Em sintese, o0 eCO, melhora a resposta do
cafeeiro a seca, o que associado a uma eficiente gestdo de rega podera contribuir a futura
sustentabilidade desta cultura.

Palavras-chave: aclimatacdo, alteracdes climaticas, cafeeiro, CO, elevado, fotossintese,
seca
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ABSTRACT

Climate change, associated with the atmospheric [CO;] increase (eCO,) and changes in
intra- and inter-annual rainfall patterns, will boost the frequency and severity of water deficit
episodes to crops, including coffee, one of the most important one in the tropical region. The
aim was to study the acclimation processes of coffee to water deficit, and the unveil the
potential mitigating effect of eCO, on plants: 1) of two genotypes from the main producing
species, Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) and C.
arabica L. cv. Icatu), 2) grown under ambient (aCO,, 380 L L™) and elevated (eCO,, 700 pL
L™ ai [CO,], 3) subjected to well-water (WW), moderate (MWD) and severe (SWD) water
deficits conditions, 4) focusing on the photosynthetic processes and the defence/acclimation
mechanisms. Under aCO,, MWD reduced net photosynthesis (P,), without non-stomatal
effects in both genotypes. SWD significantly affected the photosynthetic machinery of CL153,
but not of Icatu. The latter showed tolerance, keeping the potential functioning (e.g.,
photosynthetic capacity, Amax; photosystem (PS) Il photochemical efficiency, F,/F.; RuBisCO
activity), and reinforcing photosynthetic components (e.g., PS associated proteins; thylakoid
electron carriers, such as PQ-9 and Cit f), and others linked to defence mechanisms, such as
photoprotective pigments (zeaxanthin, Zea; lutein), antioxidative enzymes (Cu,Zn-superoxide
dismutase, SOD), protective molecules (heat shock protein, HSP70; components of cyclic
electron transport; CEF), coupled with qualitative and quantitative changes in fatty acids
(FAs) of chloroplast membranes. Under eCO, and WW, P, raised in both genotypes,
supported by reduced CO, diffusion limitation and photorespiration, and by enhanced photo-
and biochemical components (e.g., PSs, RuBisCO). The eCO, and MWD interaction was
shown by the lower drought impact on P, and enhancement of protective molecules (e.g.,
Zea, ascorbate peroxidase, APX; ascorbate, Asc; HSP70) in both genotypes. In CL153
exposed to SWD, eCO, promoted moderate increases in carotenoids (significant for
neoxanthin), antioxidative enzymes, Asc and the major FAs (C18:3 and C16:0), reverted the
impact on PSs and cytochromes, ultimately reducing chronic photoinhibition and the
membrane injury index. In Icatu, eCO, reinforced components (e.g., cytochromes; PSs
activity) and protective molecules (SOD; APX; Asc; HSP70), while kept increases already
found under aCO, (e.g., carotenoids; proteins associated to PSs, CEF; AGSs). In summary,
eCO, improves the coffee plant response to drought, which associated with efficient irrigation

management may contribute to the future sustainability of this crop.

Keywords: acclimation, climate change, coffee tree, elevated CO,, photosynthesis, drought
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1. INTRODUCAO GERAL’

RESUMO

A variabilidade climética determina fortemente toda a produtividade agricola, causando
importantes impactos econdémicos e sociais. Num contexto de alteracdes climaticas globais,
a manutencdo e melhoria da producéo agricola apresenta-se nos proxXimos anos como um
grande desafio para a investigacdo em plantas. O café, um dos mais importantes produtos
agricolas mundiais, é cultivado em mais de 80 paises da regido tropical. Diferentes
estimativas para um futuro préximo, apontam para fortes redugbes tanto do rendimento
como das areas adequadas a cultura do café, estando este facto relacionado com o previsto
aumento da temperatura, bem como de alteracbes na quantidade e padrbes intra e inter-
anuais de distribuicdo da precipitacdo. No entanto, recentes resultados obtidos pela nossa
equipa, mostraram que a planta do café pode ser mais resiliente do que € habitualmente
aceite e que 0s impactos negativos provocados pelo aumento da temperatura a nivel
fisiolégico e bioquimico, foram fortemente mitigados pelo aumento da [CO,], um dos agentes
promotores do aumento da temperatura do ar. Além disso, a identificacdo de indicadores
ecofisiologicos e moleculares, particularmente os relacionados com a via de assimilacdo do
C, que possam promover a aclimatacdo das plantas ao aquecimento, poder&o proporcionar
a selecdo de genodtipos mais adaptados/tolerantes. Neste contexto, este capitulo 1 visa
enquadrar as respostas fisioldgicas e bioquimicas ao nivel foliar em plantas de Coffea spp.
sujeitas a temperaturas supra-Optimas e condigbes de escassez de agua, assim com a
interagdo destes com o aumento atmosférico de [CO;], contribuindo deste modo para
perceber a resiliéncia das plantas, e portanto a sustentabilidade desta cultura, em condi¢des

climéaticas futuras.

Palavras-chave: agricultura, altera¢des climaticas, aquecimento global, aumento da [CO,]

atmosférico, cafeeiro, impactos ecofisiologicos, limitacdes hidricas

*

Capitulo baseado na publicacdo: Semedo, J.N., Rodrigues, W.P., Martins, M.Q., Martins, L.D., Pais, I.P., Rodrigues, A.P.,
Leitdo, A.E., Partelli, F.L., Campostrini, E., Tomaz, M.A., Reboredo, F.H., Scotti-Campos, P., Ribeiro-Barros, A.l., Lidon, F.C.,
DaMatta, F.M., Ramalho, J.C. (2018) Coffee responses to drought, warming and high [CO;] in a context of future climate
change scenarios. In: Alves F., Leal W., Azeiteiro, U. (Ed.) Theory and Practice of Climate Adaptation, Chapter 26, Climate
Change Management Series, Springer, Cham, Switzerland, pp 465-477.
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1.1 O CONTEXTO DAS ALTERAGCOES CLIMATICAS E A CULTURA DO CAFE

A mudancga climatica global € um dos eventos mais importantes deste século. Impactos
recentes devido a eventos climaticos extremos, como ondas de calor e frio, secas extremas
ou eventos pluviométricos desproporcionais, expuseram ainda mais a grande
vulnerabilidade dos sistemas agricolas. Estima-se que num futuro préximo estas alteracoes
sejam mais severas e frequentes, aumentando desta forma os riscos associados ao clima
ou mesmo criando novas realidades (IPCC, 2013, Martins et al., 2017). Varios séo os fatores
gue contribuem para este cenario negativo, muito dos quais ainda pouco conhecidos ha sua
real dimensdo. O aumento da concentragdo atmosférica de diferentes gases com efeito de
estufa, com destaque para o diéxido de carbono (CO,), originados principalmente pela
atividade antropogénica, como 0 uso cada vez maior de combustiveis fésseis, o0 aumento
global da populacdo ou a alteragdo no uso do solo, tem contribuido para o aumento
significativo da temperatura do ar (Buckeridge et al., 2007, ECDRP, 2009, IPCC, 2014). A
concentracdo de CO, do ar ([CO,]) aumentou de ca. 280 para 400 pL L™ desde o inicio do
periodo pré-industrial até o presente. Dependendo muito do alcance das medidas para
diminuir a sua emisséo, a [CO,] poderéa atingir valores entre 421 e 936 pL L™ até 2100, com
aumentos paralelos estimados no aquecimento global de 0,3 a 1,7 °C (melhor cenario) ou
2,6 a 4,8 °C (pior caso cenario sem esforcos adicionais para mitigar o aumento do CO,),
quando comparado aos valores observados para o periodo 1986-2005 (IPCC, 2013, 2014).
Independentemente da causa/efeito do aumento da [CO,] no aquecimento € indiscutivel que
tanto a [CO;] quanto a temperatura, tém atingido novos maximos a cada ano. Este aumento
da temperatura do ar ter& um impacto generalizado, levando a mudancas drasticas na
humidade do ar, contribuindo para maodificar fortemente os regimes pluviométricos intra- e
inter-anuais. Estas mudancas assentam em ciclos hidrolégicos mais ativos, mudancas na
circulacdo atmosférica e oceénica, bem como no aumento da capacidade de retencdo de
vapor de 4gua pelo ar (Buckeridge et al., 2007, CSIRO, 2016). Em conjunto estas realidades
poderdo levar a eventos de seca mais frequentes e extremos.

Porém, a mudanca na [CO,] do ar tera igualmente uma acdo direta nos processos
fundamentais das plantas com potencial para alterar os rendimentos da producéo
agronomica e da qualidade dos produtos agricolas (Drake et al., 1997, Idso e Kimball, 1997,
Luo et al.,, 1999), com um papel positivo na producéo, relacionada com o aumento
significativo na assimilacdo liquida do carbono (Ainsworth e Rogers, 2007, Kirschbaum,
2011). Este impacto positivo serd expectavel se as plantas tiverem a capacidade para
utilizar o aumento significativo de acucares em condicBes de [CO,] elevada como foi

observado em diversas plantas, como o pinheiro loblolly (LaDeau e Clark, 2001), laranja-
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azeda (ldso e Kimball, 1997) e videira (Moutinho-Pereira et al., 2009). Uma das
consequéncias do aumento de [CO,] atmosférico passa pela reducdo da taxa de
fotorrespiracdo (com aumento da fungdo de carboxilagdo e decréscimo da funcdo de
oxigenagdo da enzima RuBisCO), com o consequente incremento da taxa de fotossintese
liquida, o que podera ter maior importancia a temperaturas mais altas, podendo compensar
0 impacto negativo nas produc¢des provocado por essas temperaturas supra-6timas (Polley,
2002, DaMatta et al., 2010).

O aumento da [CO,] tem sido referido como tendo um efeito mitigador em relacdo ao
impacto negativo das altas temperaturas nalgumas espécies de plantas, como o verificado
com o aumento do crescimento de arvores, e consequentemente da producgdo florestal
(Boisvenue e Running, 2006), ou no reforgo do funcionamento e mecanismos de protecéo
em Coffea (Martins et al., 2016, Rodrigues et al., 2016). O défice hidrico, frequentemente
associado ao aumento da temperatura e a alta irradiancia, é um forte factor limitante para o
crescimento, sobrevivéncia e produtividade a nivel global, com impactos econémicos
significativos ao sector agricola (Chaves et al., 2003). Conceptualmente, pode-se definir
seca agronomica como um longo periodo de precipitagdo deficiente, resultando em danos
extensos nas culturas e perdas de rendimento a producdo (NDMC, 2017). Dependendo da
duracéo e intensidade do stresse, assim como do grau de tolerancia da espécie/gendtipo, a
reducdo da disponibilidade hidrica prejudica um grande ndamero de processos fisiolégicos e
metabdlicos das plantas. Entre eles o metabolismo fotossintético é frequentemente afetado,
primeiro devido ao fecho rapido dos estomas (mesmo em stresse hidrico muito leve),
seguido de impactos ndo estomaticos em condi¢des de stresse mais severas (Kaiser, 1987,
Chaves et al.,, 2003, Matos et al.,, 2010, Ramalho et al., 2014b). O crescimento e
desenvolvimento de qualquer cultura dependem diretamente do metabolismo fotossintético.
A diminuicao da assimilacéo de carbono reduzira a disponibilidade de acUcares (e por isso
de energia) para manter o metabolismo celular e boas produtividades, estimando-se perdas
de producéo na ordem dos 50% para a maioria das principais culturas quando sujeitas a
importantes constrangimentos de agua (Wang et al., 2003). Perspetivando os diferentes
cenarios das alteraces climaticas, € provavel que as condi¢des de disponibilidade de dgua
se agravem em vastas areas mundiais (Ramalho et al., 2014), em grande medida devido as
alteragcBes nos padrdes intra- e inter anuais de precipitacéo.

O café é uma cultura tropical distribuindo-se desde a América Central e do Sul até
Africa e ao Sudoeste Asidtico, levada a cabo em mais de 80 paises, sustentando cerca de
25 milhdes de agricultores, maioritariamente pequenos proprietarios (Waller et al., 2007),

constituindo a base econdmica de muitos desses paises. O comércio mundial de café é
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suportado fundamentalmente por duas espécies, Coffea arabica L. (café tipo Arabica) e
Coffea canephora Pierre ex. A. Froehner (café tipo Robusta), que em conjunto representam
99% da producéo de café em grao (Partelli et al., 2011, Davis et al., 2012). Nos ultimos anos
a producdo anual situou-se entre 8 e 9 milhdes de toneladas de café em grdo verde,
gerando uma receita proxima de 173.000 milhdes US$ em toda cadeia de valor do café
(ICO, 2014).

Varios estudos matematicos usando modelos de previsao, tendo por base o aumento
da temperatura e as caracteristicas de C. arabica, estimam fortes impactos negativos na
producdo (Gay et al., 2006, Craparo et al.,, 2015), a extingdo de populacdes selvagens
(Davis et al., 2012), a maior incidéncia de pragas e doencgas (Magrach e Ghazoul, 2015), a
reducdo até 50% das tradicionais areas cultivadas com C. arabica jA& em 2050, com
necessidade de deslocar a cultura para novas areas (Bunn et al.,, 2015a, Magrach e
Ghazoul, 2015) geralmente de maior altitude e latitude (Ovalle-Rivera et al., 2015).

Esta situagédo pode tomar proporg8es agravadas ja que a maiorias das plantacdes hoje
existententes tém vida util produtiva entre os 20 a 50 anos e serdo jA expostas a estas
novas condicdes ambientais (Bunn et al.,, 2015b), embora dependendo da gestdo e
renovacdo das culturas. E, no entanto, importante salientar que os cenarios previstos por
estes modelos, baseiam-se fundamentalmente no aumento da temperatura atmosférica sem
considerar o possivel efeito de mitigador do aumento da [CO,], bem como a resiliéncia
natural da cultura do café a estas condi¢des de stresse (Martins et al., 2016, Rodrigues et
al., 2016).

Tendo em conta o0 anteriormente descrito, torna-se imperativo estudar os principais
mecanismos (com énfase nos niveis fisioldégico, bioquimico e molecular) envolvidos na
aclimatacdo/adaptacao de diferentes genoétipos de café, permitindo-lhes resistir aos
impactos causados por um ambiente em constante mudanca. O conhecimento,
nomeadamente 0 proveniente de Varios indicadores ecofisiolégicos para diferentes
gendtipos e sua interacdo com o0 meio ambiente, ajudara na selecdo de individuos mais
tolerantes e servird como ferramenta para selecionar/obter plantas melhoradas. Além disso,
0 uso simultdneo de variedades adaptadas e técnicas agronomicas adequadas, sobretudo
tendo em atengcdo uma melhor eficiéncia do uso da &gua, pode contribuir para mitigar os

impactos ambientais e preservar a produtividade agricola (Dodd et al., 2011).

1.2 LIMITACOES HiDRICA E TERMICA

A arquitetura hidraulica da folha do cafeeiro impde constrangimentos a eficiéncia das trocas

gasosas relativas a assimilacdo de carbono. Tal, deve-se a baixa condutancia estomética, e
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a limitagbes ao nivel bioquimico e do mesofilo, embora ndo relacionadas com um
funcionamento ineficiente de RuBisCO. Estas caracteristicas estométicas limitam o acesso
do CO, aos locais de carboxilagéo favorecendo assim taxas de fotorrespiragao relativamente
mais elevadas, limitando ainda mais a assimilagdo de carbono (Martins et al., 2014a,
Ramalho et al., 2014a). Adicionalmente, quando submetidas a défice hidrico moderado, as
plantas de alguns genotipos de café mostram um fecho rapido e eficiente dos estomas, o
que limita o fluxo de transpiragdo, mas também o de CO,, para o interior da folha, reduzindo
a taxa de fotossintese e consequentemente o crescimento e produtividade das plantas
(Ronchi e DaMatta, 2007).

A alteracdo dos padrbes sazonais de pluviosidade poderd afetar o crescimento e
produtividade da cultura do café, particularmente se coincidir com as fases de plantagdo e
de pré-antese, bem como durante o periodo de expansao e enchimento dos frutos. Na fase
de plantacdo as plantulas apresentam uma area foliar reduzida, e uma zona radicular
imatura, tornando-as mais suscetiveis ao défice hidrico. A quebra de dorméncia dos botdes
florais da planta de café esta diretamente relacionada com as primeiras chuvas e com um
conforto hidrico do solo, sendo que uma baixa disponibilidade hidrica na fase de pré-antese
pode induzir a producéo de flores andmalas ou causar a sua abcisdo. Para além disso, uma
limitacdo hidrica na fase de expansdo e enchimento dos frutos pode igualmente levar a
perdas apreciaveis na producado, e diminuir a qualidade do grao de café (Crisosto et al.,
1992, Camargo e Camargo, 2001, Custddio et al., 2014).

Uma baixa disponibilidade da agua no solo leva também a reducbes de turgidez
celular, diminuindo o desenvolvimento foliar e promovendo a queda de folhas, com reducéo
da éarea fotossinteticamente ativa e impacto direto no crescimento e produtividade das
plantas (DaMatta e Ramalho, 2006). A titulo de exemplo, no Estado brasileiro do Espirito
Santo uma seca severa que se prolongou por dois anos, associada a temperaturas do ar
elevadas, provocou uma quebra média de producdo de Coffea canephora de 15% em 2014
e de 48% em 2015. Contudo, devido ao forte impacto nas plantas, os efeitos prolongaram-se
ainda no ano seguinte em muitas das areas de cultivo, tendo inclusive, levado a reducao da
area total cultivada em ca. 18% em 2017 (CONAB, 2017). Ainda como consequéncia destes
longos periodos de seca, muito cafeeiros perderam parte da sua folhagem, expondo desta
forma os frutos a uma maior quantidade de radiacdo solar, culminando numa reducgéo do
tempo de maturacdo e consequente perda de qualidade do grao. Outra consequéncia para a
producao e qualidade do grdo de café relacionada com fecho estomatico e redugéo do fluxo
de &gua na transpiracdo, tem a ver com restricbes da absor¢cdo dos nutrientes minerais

pelas raizes e a sua translocacdo para todos os 6rgaos da planta. Sabendo que os frutos
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sdo um dos maiores drenos de nutrientes, particularmente de minerais, a limitagcdo a sua
absorcao pelas raizes pode promover caréncias a nivel da folha, podendo assim promover a
senescéncia foliar, diminuido o potencial de assimilagdo do carbono (Martinez et al., 2014).
Tal terd impactos negativos em ciclos de cultivo subsequentes, jA& que uma planta com
menor area foliar tera uma capacidade produtiva diminuida.

Na maior parte das situacdes, o impacto da seca pode ser fortemente agravado por
temperatura elevadas do ar. A seca e temperaturas desfavoraveis (sub- e supra-6timas) sao
consideradas as principais limitacdes climaticas para o cultivo de café (DaMatta e Ramalho,
2006, Ramalho et al., 2014a), embora possam existir variagdes intra- e inter-especificas em
relacdo aos limites de tolerancia. Em geral, nas plantas de café, a seca ou temperaturas
extremas prejudicam a sintese de proteinas, lipidos e agucares, 0 metabolismo enzimético e
hormonal, em simultdneo com a forte redugc&o do desempenho fotossintético. Podem ocorrer
também impactos a nivel membranar, nomeadamente nos componentes da matriz lipidica,
com implicagBes nas reacdes ligadas a membrana, assim como na seletividade membranar
e compartimentacdo celular. Estes sao frequentemente refletidos numa perda de ides
(eletrolitos) e a lipoperoxidacdo de acidos gordos polinsaturados (Alonso et al., 1997,
Queiroz et al., 1998, Campos et al., 2003, Dias et al., 2010, Scotti-Campos et al., 2014).
Adicionalmente, esta reacdo peroxidativa em cadeia pode promover a sintese de etileno, um
regulador de crescimento responsavel pela senescéncia foliar e floral (Finger et al., 2006,
Dias et al., 2010).

O calor pode reduzir ainda mais o crescimento e desenvolvimento da planta do café
devido a alteragBes fisiol6gicas/bioquimicas, nomeadamente devido a reducdo da
capacidade fotossintética e ao aumento da taxa respiratéria (DaMatta e Ramalho, 2006).
Efetivamente a temperatura elevada pode induzir a perdas na assimilacdo de carbono,
devido a um aumento proporcionalmente maior da respiracdo e da fotorrespiracédo
relativamente a fotossintese (DaMatta et al., 2016). Para além disso, quando submetidas a
altas temperaturas as plantas de café sofrem mudancas profundas nos processos de
desenvolvimento, floracdo e frutificacdo. De facto, a exposicdo repetida a temperaturas
superiores a 35 °C pode promover a producéo de flores anormais, além de flores e frutos
inviaveis, colocando em causa a produtividade e qualidade do grdo (Camargo, 1985). Para
além disso temperaturas supra-otimas aceleram o desenvolvimento e maturagdo dos frutos
com consequéncias negativas na qualidade final do gréo e, portanto, na qualidade da bebida
a obter (Camargo, 1985).
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1.3 AUMENTO DA CONCENTRAGCAO ATMOSFERICA DE CO,

O crescimento e a producdo de biomassa vegetal estdo intimamente ligados a taxa de
absorcdo e assimilagdo de CO, através da via fotossintética. Neste sentido um incremento
da concentracao atmosférica de CO, ([CO,]) pode aumentar a taxa de fotossintese devido
simultaneamente a uma maior taxa de carboxilagdo (maior disponibilidade do substrato), e
menor taxa de fotorrespiracdo devido a uma inibicdo competitiva do CO, sobre o O, na
enzima ribulose-1,5-carboxilase/oxigenase (RuBisCO) (Ramalho et al., 2013b, Ghini et al.,
2015, Martins et al., 2016, Rodrigues et al., 2016). Estes processos sao frequentemente
acompanhados por um aumento da eficiéncia do uso da agua, devido a combinagédo da
redugcdo/manutencdo da condutancia estomatica em conjunto com o ja referido aumento da
fotossintese liquida (Ramalho et al., 2013b, Rodrigues et al., 2016).

Em muitas espécies de plantas, a taxa de fotossintese liquida pode aumentar ca. 30-
60% com [CO,] do ar proximas a 600-700 uL L™ em comparacéo com as taxas obtidas com
[CO,] entre 370 e 390 pL L™ (Ainsworth e Rogers, 2007, Kirschbaum, 2011, Taiz e Zeiger,
2013), tal como observado igualmente em diferentes genoétipos C. arabica e de C.
canephora (Ramalho et al., 2013b, Ghini et al., 2015, DaMatta et al., 2016). Para além disso,
foi recentemente reportado que genétipos destas duas espécies podem manter o seu
desempenho fotossintético quando expostos a temperaturas até 37 °C ao longo de todo o
periodo diurno (Rodrigues et al., 2016). Tal reflete uma tolerancia a temperaturas bem acima
do que seria de esperar, tendo em conta trabalhos classicos que apontavam efeitos
negativos na fotossintese acima de 25 °C, mas estdo em linha com as condi¢des a que as
plantas séo frequentemente expostas nas areas tropicais de cultivo de café (DaMatta e
Ramalho, 2006).

Adicionalmente, o0s desempenhos fotoquimicos e bioquimicos do aparelho
fotossintético aumentaram em condicbes de temperatura supra-6tima nas plantas
desenvolvidas num ambiente com alta [CO,] quando comparadas com as que se
desenvolveram numa [CO;] normal. Quando expostos a 42 °C os gendtipos estudados
foram significativamente afetados na maioria dos parametros fotossintéticos (particularmente
a nivel enzimatico), sendo extensivel as enzimas da via respiratoria. Contudo, os impactos
nos componentes fotossintéticos foram nalguns casos de certa forma atenuados nas plantas
de [CO,] elevada (700 pL L™) (Rodrigues et al., 2016). Tal foi particularmente evidente ao
nivel do funcionamento dos fotossistemas que mostraram uma alta tolerancia ao calor tanto
a nivel dos processos fisicos (captura de energia) como dos processos fotoquimicos

(transporte de eletrBes). Em dltima instancia, este melhor desempenho podera contribuir
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para reduzir a fotoinibicdo no aparelho fotossintético (Martins et al., 2016). Este maior
desempenho metabdlico estard provavelmente relacionado com o reforco de mecanismos
protetores e antioxidativos, como resposta a temperaturas supra-6timas até 37 °C, e uma
maior prevaléncia de alguns desses mecanismos a 42 °C nas plantas desenvolvidas a [CO;]
elevada (Martins et al.,, 2016). Tal é da maior importancia, jA que o controlo efetivo do
stresse oxidativo mostrou ser decisivo para a aclimatacdo das plantas de café a diferentes
stresses ambientais, como temperatura baixa, alta irradiacdo, seca ou caréncias em azoto
(Ramalho et al., 1998, Fortunato et al., 2010, Batista-Santos et al., 2011, Cavatte et al.,
2012, Ramalho et al., 2014a). O controlo das condigbes oxidativas estd associado, pelo
menos parcialmente, a diferentes moléculas protetoras, tais como a proteina de choque
térmico 70 kDa (HSP70), a-tocoferol, neoxantina, luteina, carotenos e de oligosacarideos da
familia da rafinose (RFOs), assim como a atividade mais elevada de diferentes enzimas
antioxidantes, tais como a Cu,Zn-superéxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase e catalase. Tal foi adicionalmente associado a uma regulagdo positiva de genes
relacionados com outras moléculas protetoras, como as proteinas precocemente induzidas
pela luz (ELIPs) ou chaperoninas (Chape 20 e 60) (Martins et al., 2016). Esta rede de
respostas esta de acordo com 0s mecanismos cruzados de resposta aos diferentes stresses
abidticos, promovendo o controlo da producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) quer
a sua remocéao (Wang et al., 2004).

Outro aspeto importante, embora frequentemente negligenciado, esta relacionado com
a manutencao do equilibrio mineral das plantas em condi¢cdes de stresse. Em plantas de
café em condi¢cdes adequadas de temperatura, o aumento da [CO,] atmosférica provocou
apenas uma “diluicdo” mineral moderada nas folhas, com reducbes de 7 a 25%,
dependendo do mineral considerado e do genotipo de café em estudo (Martins et al.,
2014b). Sabe-se que o decréscimo do potencial fotossintético pode ser atribuido a uma
reducdo dos teores de azoto (N) nos tecidos foliares, relacionada com uma menor alocacgéo
de N nos componentes da maquinaria fotossintética (Ainsworth e Rogers, 2007, Bader et al.,
2010). Contudo, as alteragBes verificadas nas plantas do café refletirdo provavelmente
alteracdes fisioldgicas qualitativas em vez de falta de nutrientes (Thiec et al., 1995), pois
estas plantas foram capazes de manter funcionamento metabdlico significativamente
aumentado, sem sinais de existéncia de uma regulagédo negativa (down-regulation) ao nivel
da fotossintese (Ramalho et al., 2013b).

Adicionalmente, quando as plantas foram submetidas a temperaturas supra-6timas
observou-se um aumento dos niveis de quase todos 0s macro- e micro-nutrientes minerais,

revertendo o efeito de “diluicdo” observado a 25 °C e [CO,] elevado. Esta manutencdo da

10



CAPITULO 1 — INTRODUCAO GERAL

homeostase mineral podera por outro lado desempenhar um papel positivo na termo-
tolerancia, devido ao importante papel de diferentes minerais no metabolismo celular. De
facto, o desencadear de mecanismos antioxidativos em plantas de café esta dependente da
disponibilidade, nomeadamente de N (Ramalho et al., 1998, 2000), e de Cu, Zn, Fe e Mn
(Ramalho et al., 2013a), com o Mn a ter um papel fundamental no funcionamento do
fotossistema Il (PSIl). Neste sentido, a manutencéo ou o aumento do desempenho do PSII,
assim como da atividade de enzimas antioxidantes (Martins et al., 2016, Rodrigues et al.,
2016), estdo de acordo com alteracdes observadas a nivel dos minerais (Martins et al.,
2014b). Estes factos sugerem igualmente que o cafeeiro pode, dentro de certos limites,
aclimatar-se ao aquecimento global no que respeita a4 sua dindmica mineral foliar, apesar de
uma atencao redobrada dever ser dada a gestéo de fertilizacéo de forma manter um balanco
mineral equilibrado.

Em conjunto, os diferentes mecanismos referidos resultam numa maior capacidade da
utilizacdo da energia para processos fotoquimicos e na reducdo da fotorrespiracdo nas
plantas em [CO,] elevada a qualquer das temperaturas testadas, impedindo uma sobrecarga
energética e diminuindo a probabilidade da formagédo de espécies moleculares altamente
reativas de clorofila e O,. O aumento do uso de energia na fotossintese em condicdes de
alta [CO,] atmosférica pode ser considerado um meio primario de protecao, que em conjunto
com o reforco dos mecanismos de protecédo e a manutencéo do balangco mineral das folhas
possibilitou as plantas manter um melhor desempenho metabdlico, mesmo em condic¢des de
temperaturas muito elevadas (42 °C) (Martins et al., 2016, Rodrigues et al., 2016).

Em suma, o cafeeiro pode lidar de uma forma mais eficiente do que seria expectavel
ao aumento da temperatura e a seca, constituindo o aumento [CO,] um facto determinante
na termotolerancia, o que é claramente relevante em termos de cenérios climaticos futuros.
Contudo, as limitagBes de agua e temperatura elevada imporéao dificuldades a esta cultura,
sendo importante a tomada de agfes rapidas e a ado¢do de uma estratégia integrada que
mitigue os impactos das alteracdes climéticas previstas. Esta estratégia podera incluir a
obtencdo de novos gendtipos mais tolerantes, associado a técnicas agrondémicas
apropriadas que permitam atenuar os impactos negativos do calor e da seca, mantendo

desta forma a quantidade e qualidade da producéo de gréo.

1.4 PERSPETIVAS FUTURAS PARA A CULTURA DO CAFE

Os cenarios previstos relativos ao aquecimento global e ao aumento de défice hidrico,
fazem antever sinais de alarme para a cultura do café (Bunn et al., 2015a, Magrach e

Ghazoul, 2015, Martins et al., 2015). De facto, as proje¢cdes apontam para uma quebra de
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ca. 50% na producédo de café para o ano de 2050, levantando sérias interrogacdes relativas
a sustentabilidade desta cultura em muitas das tradicionais areas de cultivo. No entanto,
estudos recentes mostram que o aumento da [CO,] atmosférica pode atenuar de forma
significativa os impactos negativos da temperatura excessiva, através do aumento do vigor
vegetativo e dos mecanismos de defesa antioxidativos. Neste sentido é fulcral a realiza¢éo
de trabalhos multi-disciplinares e multi-institucionais para identificar e caracterizar os
mecanismos de resposta das plantas aos constrangimentos que se preveem venham a
ocorrer (frequentemente de forma simultdnea), nomeadamente o aumento da [CO,]
atmosférica e a redugdo da disponibilidade hidrica decorrentes do aquecimento global.
Desta forma sera possivel identificar caracteristicas chave, que poderdo ser utilizadas na
selecdo de plantas com melhor desempenho e contribuir para os programas de
melhoramento. Estas medidas em conjunto com a implementagédo de medidas de mitigacao,
serdo indispensaveis para uma gestdo adequada das culturas nas novas condicGes

ambientais, e para garantir da sustentabilidade futura da fileira do café.

1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivos do Trabalho

O trabalho apresentado vem no seguimento de varios projetos anteriores ao longo dos quais
se foram estudando os efeitos de alguns fatores ambientais adversos. Pretende-se agora
aprofundar o estudo dos impactos da seca e da sua interagdo com o aumento da [CO,]
atmosférica, utilizando os trabalhos ja referidos na introdu¢éo (nomeadamente, DaMatta e
Ramalho, 2006, Ramalho et al., 2013; Martins et al 2014a; Rodrigues et al., 2016) relativos a
tematica proposta, como referéncia e para comparacao/discussdo dos resultados e das
conclusdes a obter.

Pretendeu-se estudar a capacidade de aclimatacdo de dois genotipos de Coffea spp.
pertencentes as duas principais espécies produtoras de café a nivel mundial: Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica L. cv.
Icatu Vermelho. Para tal, pretendeu-se identificar e caracterizar os principais mecanismos de
tolerancia a seca, um fator ambiental que coloca em causa a sustentabilidade da fileira do
café num contexto de previsiveis alteracbes climaticas para o presente século.
Adicionalmente, considerando um ambiente crescentemente desfavoravel a cultura,
pretende-se avaliar se 0 previsto aumento da [CO,] atmosférica, podera eventualmente
desempenhar um papel mitigador do impacto de menor disponibilidade hidrica. Propde-se

assim:
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e Avaliar a capacidade de resposta das plantas ao défice hidrico, e se o aumento da
[CO,] atmosférica podera desempenhar um papel importante na resiliéncia da planta,

com particular foco no metabolismo fotossintético;

e Avaliar o efeito das alteracdes ambientais no desencadear de diferentes mecanismos
protetores (nomeadadamente de pigmentos fotoprotectores e enzimas
antioxidativas), na integridade membranar e composic¢éo lipidica do cloroplasto, de
forma a identificar indicadores de danos celulares (sensibilidade) e de mecanismos
de resposta (tolerancia) ao stresse hidrico e ao stresse oxidativo, enquanto stresse
secundario que frequentemente lhe esta associado.

1.5.2 Formulagcdo da Questdao em Pesquisa

A questao cientifica que se coloca neste trabalho € a seguinte: num contexto de previsiveis
alteracdes climéticas, com o aumento da frequéncia e intensidade do défice hidrico, em
simultdneo com o previsto aumento da [CO,] atmosférica, terd o cafeeiro capacidade de
aclimatagao/resiliéncia a esta nova realidade ambiental? E em caso da resposta ser positiva,
quais 0s mecanismos que as plantas dispdem para lidar com essas novas (mais
desfavoraveis) condi¢cdes ambientais? Por fim, sera que o aumento da [CO,] atmosférica,
frequentemente apontado como promotor do aguecimento global, pode desempenhar um
papel (positivo, negativo, neutro) na resposta do cafeeiro a limitacdo hidrica, tal como ja

observado para temperaturas supra-6timas?

1.5.3 Estrutura do Trabalho

O presente trabalho enquadra-se no ambito do conhecimento dos aspetos ecofisioldgicos e
bioquimicos do cafeeiro, importante para a compreensdo das relacbes da planta com o
ambiente que a envolve, avaliando o sucesso ou insucesso adaptativo e as diferencas
encontradas entre genotipos, estando dividido em quatro capitulos.

O primeiro Capitulo refere-se aos conceitos subjacentes ao trabalho, como sdo o
conhecimento das caracteristicas e limitacdes da planta e cultura do café. Os Capitulos 2 e
3 abordam a avaliagdo da potencial de aclimatacdo/resiliéncia de duas -cultivares
(representando as duas principais espécies produtoras, C. canephora e C. arabica) as
condicdes ambientais impostas de défice hidrico e/ou elevada [CO,] atmosférica. No

Capitulo 2 é efetuada a caracterizacao dos dois genoétipos em estudo, no que diz respeito ao
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seu desempenho fotossintético em condicbes de seca e do impacto (positivo) que o
aumento da [CO,] atmosférica podera ter na atenuagdo dos impactos negativos da seca ao
nivel do metabolismo fotossintético. Neste sentido, € analisada a ocorréncia de alteracdes
na eficiéncia de captacao da luz e conversdo em energia fotoquimica, nos componentes da
magquinaria fotossintética e na capacidade de assimilacdo/fixacdo de CO,. Por sua vez, de
forma complementar, o Capitulo 3 incide fundamentalmente na analise do reforco de alguns
mecanismos de resposta para protecdo da maquinaria fotossintética e preservagcédo da
integridade membranar, com particular foco na interacdo entre os nivei sde défice hidrico e o
aumento da [CO,]. Por fim, o Capitulo 4 faz a integracdo e traga algumas ideias gerais com

base nos capitulos anteriores.
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2. A RESILIENCIA INTRINSECA NAO ESTOMATICA A SECA DO
APARELHO FOTOSSINTETICO EM Coffea spp. E REFORCADA
PELO AUMENTO DA [CO,] DO AR

RESUMO

As crescentes restricdes hidricas associadas as alteragdes climéaticas constituem um
tremendo desafio para desempenho das culturas. Este trabalho apresenta os impactos
verificados por um défice hidrico moderado (MWD) ou severo (SWD), do aumento da [CO,]
atmosférica e suas interacdes, relativamente ao desempenho do aparelho fotossintético em
plantas de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea
arabica L. cv. Icatu. Foram utilizadas plantas envasadas com sete anos, desenvolvidas sob
[CO,] de 380 (aCO,) ou 700 puL L™ (eCO,) e gradualmente expostas a potenciais de pré
alvorada entre -1,6 e -2,1 MPa (MWD), e inferiores a -3,5 MPa (SWD). Com seca, o fecho
estomatico foi acompanhado de perto pelo aumento dos valores de acido abscisico (ABA).
As trocas gasosas e 0s parametros da fluorescéncia foram progressivamente afetados em
ambos 0s gendtipos com o aumento da severidade de seca, com as limitacdes né&o
estomaticas a tornaram-se gradualmente dominantes, particularmente nos componentes
fotoquimicos e bioquimicos nas plantas CL153 em SWD. Em contraste, as plantas Icatu
foram mais tolerantes ao SWD, com impactos praticamente inexistentes no funcionamento
do potencial fotossintético e seus componentes (e.g., Amax, FJ/Fm, transportadores de
eletrdes, fotossistemas (PSs) e atividade da enzima ribulose-1,5-carboxilase/oxigenase
(RuBisCQO)). Ademais, as plantas Icatu em condi¢cdes de seca e independentemente da
[CO,], apresentaram uma maior quantidade do conjunto de proteinas associadas ao
aparelho fotossintético (PSs, complexo de armazenamento de luz, fluxo ciclico de eletrdes,
RuBisCO ativase). Em condi¢cées de conforto hidrico (WW), a eCO, ndo implicou uma
regulacdo negativa da fotossintese e controlo estomatico para ambos os genétipos. Ao
invés, o eCO, promoveu o desempenho fotossintético, reforcou moderadamente os
componentes fotoquimicos (atividade dos PSs, transportadores de eletrdes) e bioquimicos
(RuBisCO, ribulose-5-fosfato quinase), enquanto 0s mecanismos fotoprotetores e a
presenca de proteinas relacionadas com a maquinaria fotossintética se mantiveram

maioritariamente inalterados. Nas plantas de ambos 0s genoétipos submetidas a MWD, o

*

Capitulo baseado na publicagdo: Semedo, J.N., Rodrigues, A.P., Lidon, F.C., Pais, |.P., Marques, I., Gouveia, D., Armengaud,
J., Semedo, M.C., Martins, S., Simbes, M.C., Moura, |., Dubberstein, D., Partelli, F.L., Silva, M.J., Reboredo, F.H., Scotti-
Campos, P., Ribeiro-Barros, A.l, DaMatta, F.M., Ramalho, J.C. (2021). Intrinsic non-stomatal resilience to drought of
photosythetic apparatus in Coffea spp. can be strengthened by elevated air CO,. Tree Physiology, 41(5): 708-727.
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eCO, retardou a severidade do défice hidrico, promovendo o desempenho fotossintético
com menor dissipacdo de energia e impactos no PSIl, sendo o fecho estomatico dissociado
do aumento do ABA. Ja nas plantas submetidas a SWD, o eCO, atenuou muitos dos
impactos no desempenho fotossintético no genétipo CL153 (que havia sido moderadamente
afetado pela seca em aCO,). No entanto, a RuBisCO manteve-se como 0 componente mais
sensivel, devendo merecer uma atencdo especial por parte dos programas de
melhoramento de forma a promover a sustentabilidade da cultura do café num cenério de

futuras alteracoes climaticas.

Palavras-chave: aclimatacéo, alteracdes climaticas, assimilacdo de carbono, aumento da

[CO,] atmosférica, cafeeiro, mitigacdo do défice hidrico.

2.1 INTRODUCAO

O conhecimento atual sobre o clima global aponta para importantes mudancas,
fundamentalmente associadas ao aumento da temperatura do ar e a alteracdo dos padrbes
pluviométricos. Neste contexto, espera-se um agravamento de periodos de seca
prolongados intercalados com eventos de precipitacdo extrema particularmente subtropicais
e tropicais (IPCC, 2014, 2018). Prevé-se que estas alteracfes sejam acompanhadas por um
aumento continuo da [CO,] atmosférico. Dependendo dos préximos cenarios de ambito
antropogénico para a emissao de gases com efeito de estufa, a [CO,] podera atingir os 936
uL CO, L até 2100 acompanhado de um aquecimento global entre os 2,6 e 4,8 °C
relativamente ao periodo 1986/2005 (IPCC, 2013, 2014).

A seca representa 0 maior estrangulamento para a producdo agricola sendo
responsavel pela limitacdo de um conjunto de processos morfolégicos, fisioldgicos e
bioquimicos com impacto no desenvolvimento, na absorcdo de nutrientes, na assimilacao de
C e na particdo de fotoassimilados (Chaves et al., 2009, Fahad et al., 2017, Lamaoui et al.,
2018, Lang et al., 2018). Contudo, as plantas tém a capacidade de estabelecer diferentes
estratégias que lhes permitam resistir a periodos de seca, que envolvem ajustamentos
desde o gene até a planta completa (Chaves et al., 2003, Xiong et al., 2006, Hummel et al.,
2010). Desta forma € crucial compreender os diferentes mecanismos de aclimatacdo para
contribuir a selegcdo e melhoramento de cultivares mais tolerantes a seca (Chaves et al.,
2003, Hasan et al., 2018).

Em seca moderada o fecho estomatico € crucial para reducado das perdas de agua por
transpiracdo (Matos et al., 2002, Brodribb e McAdam, 2017), mas levando simultaneamente

a restricdbes na difusdo CO, na folha. Tal limitarAd a fotossintese por via de um menor
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fornecimento de CO, a enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO),
mesmo em condicbes de seca moderada, onde usualmente se observam pequenas ou
nenhumas alteracdes na eficiéncia dos fotossistemas (PSs) e na capacidade fotossintética
(Amax) (Chaves et al., 2009, Wang et al., 2016, Zargar et al., 2017).

Contudo, com o aumento da severidade da seca o desempenho fotossintético é
afetado também por limitagbes nos processos fotoquimicos e bioquimicos, incluindo
impactos nos teores de pigmentos, no desempenho dos PSs, da atividade enzimatica (e.g.
RuBisCO) e na integridade membranar (Chaves et al., 2003, Muller et al., 2011, Ramalho et
al., 2014, 2018b, Fahad et al.,, 2017). Com a consequente reducdo do uso da energia
fotoquimica imp&em-se stresses secundarios relacionados com a formagédo descontrolada
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e clorofila 0 que poderd agravar os danos nos
componentes do cloroplasto (Reddy et al., 2004, Chaves et al., 2009). Neste sentido, uma
boa capacidade de lidar com a seca passa frequentemente pelo desencadear de dissipacao
térmica, de mecanismos fotoprotetores e antioxidantes, e no fluxo ciclico de eletrdes (CEF)
envolvendo os fotossistemas (PSs) (Miyake e Okamura, 2003, Chaves e Oliveira, 2004,
Reddy et al., 2004, Ramalho et al., 2018b).

O aumento da [CO,] afeta processos fundamentais nas plantas como a fotossintese, o
crescimento, rendimento e qualidade das culturas (Idso e Kimball, 1997, Bader et al., 2010),
alterando a particdo da biomassa (Ainsworth et al., 2004, Yang et al., 2006). As taxas de
fotossintese liquida sofrem frequentemente aumentos de 30 a 60% com concentracdes
atmosféricas de 600 a 700 pL CO, L™ quando comparadas com as taxas obtidas entre 370 e
390 pL CO, L™ (Ainsworth e Rogers, 2007, Kirschbaum, 2011). Este aumento resulta da
maior disponibilidade de CO, para a funcdo de carboxilacdo da RuBisCO, que
paralelamente (por inibicdo competitiva) reduz a funcdo oxigenase da mesma enzima,
levando a uma reducdo concordante da taxa de fotorespiracdo e da producdo de ROS
(Ainsworth e Rogers, 2007, Leakey et al., 2009). Este efeito “fertilizante” em carbono pode
potenciar o rendimento das culturas (Long et al., 2004, Norby et al., 2005), embora este
desempenho positivo possa ser atenuado em condicdes de seca, dependendo da sua
severidade e duracéo (Tausz-Posch et al., 2020).

O café é uma das producdes agricolas mais importantes no mercado mundial,
sustentando aproximadamente 25 milhdes de pequenos agricultores, envolvendo entre 100
a 125 milhdes de pessoas em todo o mundo nesta importante cadeia de valor (Osorio, 2002,
DaMatta et al., 2019).

Diferentes estudos afirmam que nos encontramos efetivamente no centro de uma crise

climatica global, estimando-se que as futuras altera¢gdes climaticas irdo restringir ainda mais
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as culturas agricolas em geral e a do café em particular, levando a fortes impactos a nivel
agricola, social e econémico, com significativas perdas de areas de cultivo, maior incidéncia
de pragas e doencas (Magrach e Ghazoul, 2015), a quebra generalizada de rendimentos
(van der Vossen et al., 2015), podendo ainda ocorrer a extincdo de pelo menos 60% das
espécies selvagens de cafeeiros (Davis et al., 2019).

No entanto, trabalhos recentes demonstraram que o aumento da [CO,] (eCO,) pode
promover a assimilacdo de Carbono (Ramalho et al., 2013, Ghini et al., 2015) e o maior
investimento de carbono nas estruturas reprodutivas (Rakocevic et al., 2020) levando desta
forma a aumentos na produtividade, sempre que verificadas as condi¢cdes de hidratagédo
adequadas (DaMatta et al., 2019). De facto, sem restricdo de agua esta demonstrado que o
eCO, fortaleceu o desempenho fisiolégico das plantas de café (Ramalho et al., 2013). Além
disso, o eCO, aumentou a resiliéncia da folha do café ao aumento do stresse térmico,
assente no refor¢co do uso da energia fotoquimica, nos mecanismos de protecdo (Martins et
al., 2016, Rodrigues et al., 2016), bem como uma maior dindmica lipidica da membrana
(Scotti-Campos et al., 2019), preservando simultaneamente o equilibrio mineral foliar
(Martins et al., 2014) e a qualidade do grdo (Ramalho et al., 2018a).

Estes resultados indicam um novo &ngulo de abordagem, menos pessimista para a
futura sustentabilidade da cultura do café, que tem por base as previsiveis alteracdes na
temperatura (DaMatta et al.,, 2019). Para além do fator temperatura verifica-se uma
crescente preocupagdo com o cenario da escassez de agua (DaMatta et al., 2018, Ramalho
et al.,, 2018b), particularmente na zona tropical, onde se esperam fortes impactos com as
mudancas do clima (IPCC, 2018). Prevé-se que o impacto da seca (e calor) seja agravado
particularmente nas plantagfes de café em pleno Sol, o que implicara novos desafios da
gestao, de forma a garantir a viabilidade da cultura do café (Dubberstein et al., 2018,
Semedo et al., 2018).

Recentemente demonstrou-se que o eCO, atenua 0s impactos de uma seca
moderada no desenvolvimento e desempenho fotossintético do café, melhorando o estado
hidrico das plantas apds a imposicdo da seca (Avila et al., 2020a, 2020b). No presente
trabalho pretendeu-se compreender quais os mecanismos subjacentes pela qual o aparelho
fotossintético tem a capacidade de se ajustar a uma crescente severidade de seca e como 0
eCO, poderd alterar estes mesmos ajustes. Nesse sentido, pés-se a hipétese de que o
eCO, melhorara a resiliéncia do funcionamento do aparelho fotossintético tanto a nivel
bioquimico como molecular em condi¢des de seca, e que essa melhoria esta dependente da
da severidade do stresse hidrico. De forma a testar esta hipGtese, avaliaram-se 0s impactos

e as respostas das plantas através de determinacdes fisiolégicas (analise térmica de
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imagem foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a), bioquimicas (transporte e
transportadores tilacoidais de eletrBes, atividade enzimatica) e moleculares (quantificacao
de proteinas associadas aos PSs, RuBisCO e CEF). Para tal, utilizaram-se duas das
principais espécies produtoras de café, desenvolvidas sob [CO,] atmosférico normal (aCO.,)
e elevada de (eCO,), e sujeitas respetivamente a défices hidricos moderados (MWD) e
severos (SWD).

As conclusbes obtidas fornecem provas importantes e oportunas sobre o papel
mitigador do eCO, nos impactos nocivos do défice hidrico e indicam pontos relevantes da
capacidade de tolerancia/sensibilidade das plantas de café a seca, contribuindo assim para

a melhor compreensdo do desempenho desta cultura num cenario climatico desfavoravel.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Material Vegetal e Condi¢fes de Crescimento

Nestes estudos foram usadas plantas de dois genétipos de Coffea spp. das duas principais
espécies produtoras cultivados no Brasil, Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv.
Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica L. cv. Icatu Vermelho (uma cultivar proveniente
do processo de introgressao, resultante do cruzamento de Coffea canephora e de Coffea
arabica cv. Bourbon Vermelho sendo o hibrido resultante retrocruzado com Coffea arabica
cv. Mundo Novo). As plantas com aproximadamente 7 anos, foram desenvolvidas em duas
camaras de crescimento tipo “walk-in” (EHHF 10000, ARALAB, Portugal) do Instituto
Superior de Agronomia / PoOlo de Oeiras. As plantas foram mantidas em condi¢cdes
ambientais controladas, de 25/20 = 1 °C (dia/noite) de temperatura, 70 = 2% de humidade
relativa do ar, 12 h de fotoperiodo, ca. 750 umol m? s de irradiancia maxima (PPFD) no
terco superior das plantas, e com [CO,] do ar de 380 + 5 uL L™ (aCO,) ou 700 + 5 puL L™
(eCOy), simulando a ultima uma atmosfera que se estima venha a ter esse valor de CO,
entre meados e o final do presente século (IPCC, 2018, DaMatta et al., 2018). As plantas
encontravam-se em vasos de 80 L, num substrato de terra, turfa e areia (3:1:3. v/v/v)
podendo ser classificado como um solo, uma vez que se apresentou estavel e nao
perturbado durante os Ultimos 3 anos de utilizagdo. Este solo define-se como de textura
areno-franca segundo a classificagdo de textura do solo de Gomes e Silva (1962) com um
pH de 6,5. A caracterizacdo do substrato foi realizada na Unidade de Investigacdo de
Sistemas Agrarios e Florestais e Sanidade Vegetal, Laboratério de Ambiente e Recursos
Naturais do INIAV de acordo com Ramos et al (2013).

As plantas cresceram sem qualquer restricdo nutritiva, fertilizadas com adubo
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comercial 12-4-6 / N-P-K (ver Ramalho et al., 2013), de espago para desenvolvimento
radicular ou hidrica (até a imposicdo programada dos diferentes regimes hidricos - ver ponto
seguinte), mantendo-se o pleno conforto hidrico com regas a cada dois dias.

Neste trabalho foram utilizadas pseudoréplicas jA& que o tratamento de CO, foi
estabelecido para cada grupo de plantas (dentro da respetiva camara) e nao individualmente
para cada planta (Hurlbert, 1984, 2004). No sentido de minimizar qualquer tipo de erro que
possa ser associado a um “efeito cdmara de crescimento”, o fabricante procedeu
regularmente a uma calibracdo precisa das mesmas, de forma a garantir que as condicdes
ambientais proporcionadas (humidade do ar, temperatura, intensidade e qualidade da luz) a
todas as plantas fossem exatamente as mesmas para as duas camaras utilizadas, com
excecgdo das [CO,] do ar, tendo sido também efetuada a troca frequente das plantas entre
camaras de forma a minimizar a0 maximo os potenciais efeitos da utilizacdo de
pseudoréplicas (Newman, et al., 2011, Johnson et al., 2016).

As determinagfes foram realizadas em folhas recém-adultas da parte superior (bem
iluminada) do dossel, apés pelo menos duas horas de eliminagdo. Sempre que possivel,
utilizou-se a mesma folha (ou folhas semelhantes da mesma planta) para as varias
avaliagGes. Simultaneamente a cada ponto de determinacdes ndo destrutivas, efetuou-se a
colheita de material vegetal para andlises imediatas em laborat6rio ou para congelacdo
instantdnea em azoto liquido e armazenamento a -80 °C. Para andlises laboratoriais as
amostras foram previamente reduzidas a um po6 fino em meio de azoto liquido (pos de
azoto). Os homogenatos de material foliar foram obtidos em almofariz e solugbes de

homogeneizagéo frias.

2.2.2 Imposicao dos Niveis de Défice Hidrico

Para o estudo do impacto do défice hidrico (em aCO, e eCO,) estabeleceram-se trés niveis
de disponibilidade hidrica, sendo respetivamente, conforto hidrico (controlo — WW, “well
watered”), seca moderada (MWD, “moderate water deficit’) e seca severa (SWD, “severe
water deficit”) com seis a nove plantas por tratamento e genotipo. As plantas WW foram
mantidas em conforto hidrico apropriado ao longo de todo o ensaio com valores de potencial
hidrico foliar no periodo de pré alvorada (¥,,) acima de -0,35 MPa. A imposi¢cdo dos dois
regimes de défice hidrico foi efetuada ao longo de duas semanas pela suspensédo gradual
de rega, e reposigéo parcial em cada vaso, até a estabilizagdo do ¥, na gama pretendida,
entre -1,5 e 2,5 MPa em MWD e valores abaixo de -3,5 MPa em SWD. As condicbes
hidricas impostas representam ca. de 80% (WW), 25% (MWD) e 10% (SWD) da capacidade

hidrica maxima do vaso (Ramalho et al.,, 2018b). Apdés serem atingidos o0s niveis

28



CAPITULO 2 — RESILIENCIA INTRINSECA NAO ESTOMATICA

pretendidos, as condi¢cbes foram mantidas ao longo de mais duas semanas antes de se
iniciarem as determinacgdes in vivo e a recolha de amostras para posterior andlise.

Deve sublinhar-se o facto de nas plantas do genétipo Icatu em eCO,, o regime hidrico
MWD so6 foi conseguido com a suspensao total de rega, nos ultimos cinco dias apds um
periodo de quatro semanas, de modo a forgar a reducéo dos valores de W, para os valores

desejados ja que estes persistiam em manter-se entre -0,6 e -0,8 MPa.

2.2.3 Potencial Hidrico Foliar de Pré Alvorada

O potencial hidrico foliar Wy, foi medido numa folha adulta, utilizando para o efeito uma
camara de pressdo (PMS Modelo 1000, Instrument Company, EUA) de acordo com o
método de Scholander et al. (1965). O peciolo foi cortado e a folha imediatamente
submetida a uma pressurizagéo crescente e gradual com azoto industrial. Em consequéncia,
0 suco xilémico aflorou a superficie do corte, altura em que se leu o valor da pressao que foi
preciso aplicar a folha para repor a agua na extremidade do peciolo, a qual € igual ao valor
do W, ja que corresponde a pressdo negativa a que a agua no xilema estava sujeita antes

do corte.

2.2.4 Analise Foliar por Imagem Térmica Digital

As imagens térmicas foliares foram obtidas com uma camara de imagens térmicas (GF300,
FLIR Systems, Wilsonville, OR, EUA) e processadas pelo programa Therma Cam Explorer
(FLIR Systems), de acordo com Grant et al. (2007). As imagens foram corrigidas através de
calibracdo espacial, pela subtracdo de imagens de referéncia correspondentes a uma
superficie isotérmica. Ao fotografar a copa das plantas, utilizaram-se folhas de referéncia de
forma a simular a abertura e um fecho total dos estomas. Como referéncia para uma folha
com o0s estomas totalmente fechados, a superficie da folha foi coberta com vaselina, para
obter a temperatura da folha totalmente seca (Tgy).

Complementarmente, os valores de referéncia para uma folha com abertura total dos
estomas, a superficie da folha foi aspergida com agua, obtendo-se assim a temperatura da
folha totalmente hamida (T.e). As temperaturas de referéncia (Tay € Twer) €M cONjugacao
com a temperatura da folha no seu ambiente (T\) Sa0 utilizadas para obter o indice da
condutancia estomatica [lc = (Tary - Tiear) / (Tiear - Twer)], que é teoricamente proporcional a
condutancia estomatica para o vapor de agua, e o indice do stresse hidrico da cultura/planta
[CWSI = (Tary - Tiear) / (Tary - Twer)] (Grant et al., 2007). Para o CSWI, os valores variam entre

0 e 1, em que os valores proximos de O indicam uma transpiracao total da cultura/planta
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(i.e., sem stresse hidrico) e os valores proximos de 1 indicam uma cultura/planta sem

transpiracao (i.e., em stresse hidrico maximo).

2.2.5 Determinacao de Trocas Gasosas Foliares

2.2.5.1 Fotossintese Liquida e Controlo Estomatico do Gasto de H,O

As taxas da fotossintese liquida aparente (P,), condutancia estomatica (gs) e [CO,] interna
(C)) foram determinadas sob condi¢des fotossintéticas num estado estacionario apés ca. 2 h
de iluminacéo a 25 °C, em folhas adultas e expandidas. Utilizou-se um analisador portétil de
gases por infravermelho (IRGA) em circuito aberto (Li-Cor 6400, Li-Cor, Lincoln, NE, EUA)
com uma camara de 6 cm? com sistema integral de luz LED azul-vermelho, fornecimento
externo [CO,] de ca. 380 ou 700 uL L™ e uma irradiancia de ca. 650 pmol m? s™ sendo as
taxas das trocas gasosas calculadas de acordo com as equacgfOes de von Caemmerer e
Farquhar (1981). Este nivel de irradiancia esta proximo da densidade maxima do fluxo
fotossintético de fotées (PPFD) nas camaras de crescimento sendo suficientemente elevado

para a P, sob a [CO,] utilizada neste estudo, como verificado em trabalhos preliminares.

2.2.5.2 Capacidade Fotossintética

A capacidade fotossintética maxima (Amax), que reflete a taxa fotossintética potencial em
condicdes de luz e CO, saturante foi obtida pela observacdo da evolugdo do O, libertado,
detetada por um eléctrodo de oxigénio do tipo Clark (LD2/2, Hansatech, King's Lynn,
Norfolk, Inglaterra), usando discos foliares (1,86 cm?), submetidos a uma temperatura
estabilizada de 25 °C e condi¢Bes saturantes de CO, (ca. 7% [CO,], fornecido por 400 uL
KHCO3;, 2 M) e irradiancia (ca. 1200 pmol m? s, utilizando uma lampada Bjérkman

(Hansatech) e filtros neutros) (Ramalho et al., 2013).

2.2.6 Avaliagdo de Parametros da Fluorescéncia da Clorofila a

Os parametros da fluorescéncia da clorofila (Chl) a foram determinados, utilizando um
sistema PAM 2000 (H. Walz, Effeltrich, Alemanha), nas mesmas folhas utilizadas nas
medi¢Oes das trocas gasosas conforme descrito por Rodrigues et al. 2016. As primeiras
determinac6es foram realizadas em folhas perfeitamente adaptadas a escuridédo, obtendo-se
entre outros os niveis de fluorescéncia minima ou basal (F,) e da eficiéncia fotoquimica
potencial do PSIlI (F./F,). Um segundo conjunto de parémetros foi determinado em

condicdes de equilibrio dinamico da fotossintese, utilizando uma irradiancia de 650 pumol m™
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s™ de luz actinica e “flashs” saturantes (ca. 7500 pmol m? s™), onde se incluem a eficiéncia
fotoquimica do PSII em condi¢cdes de iluminagdo (F,/F.’), o factor de amortecimento
(quenchings) fotoquimico (q.) baseado no conceito de antenas do PSII interconectadas
(representando a proporcéo de energia capturada pelos centros do PSII (abertos) e dirigida
para os processos fotoquimicos) e a estimativa da taxa de inativacdo do PSII (FJ/F.).
Adicionalmente estimaram-se os rendimentos quanticos 1) do transporte ndo ciclico de
eletrées (Yq), 2) e de dissipagéo fotoprotetora de energia regulada de PSII (Y npg) € 3) ndo

regulada (calor e fluorescéncia) (Y o)) onde [Yu+ Yneot Ynoy=1].

2.2.7 Quantificacédo do Acido Abscisico Foliar

O teor de &cido abscisico (ABA) foi quantificado como descrito por Rodrigues et al., (2008),
em amostras de folhas reduzidas a po de azoto (ca. 100 mg de PF). A extracgdo foi
realizada em 1,0 ml de 200 mM Tris-HCI, pH 8,0, contendo 2% Triton X-100, 10% PVPP e
10% glicerol, ap6s o que as amostras foram centrifugadas (5000 g, 5 min, 4 °C). O ABA foi
entdo quantificado pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando
anticorpos monoclonais contra o0 ABA (Kit-Phyto Detek, Agdia, Elkhart, IN, EUA).

2.2.8 Detecao do Transporte Tilacoidal de Eletrdes

Foram utilizados ca. 5 g de peso fresco de um conjunto de folhas provenientes de 6 plantas
tendo-se procedido de imediato a maceragdo das amostras para a obtencédo das fragbes
membranares sub-cloroplasticas (Ramalho et al., 1999). As taxas de transporte de eletrdes
(TTE) in vivo associadas ao fotossistema | (PSI) (DCPIPH, — MV) e ao (PSII), incluindo
(H.O — DCPIP) ou excluindo (DPC — DCPIP) o complexo da evolugéao de oxigénio (OEC),
foram medidas com um eléctrodo de O, (LW2, Hansatech), utilizando 1 mL da mistura
reacional contendo ca. 100 mg Chl, a 25 °C sob uma irradiancia de ca. 3000 umol m? s?

fornecida por uma lampada Bjérkman (Hansatech).

2.2.9 Quantificacdo dos Transportadores Tilacoidais de Eletroes

Utilizou-se um conjunto de folhas provenientes de 6 plantas para a obtencéo das fracdes
membranares sub-cloroplasticas para a determinacdo da plastoquinona-9 (PQ-9), (ca. 5 g
de PF) e dos citocromos (Cyt), (ca. 7 g de PF). As determinacdes espectrofotométricas
foram obtidas conforme descrito anteriormente por Dubberstein et al. 2020. Resumidamente,
o teor de PQ-9 foi determinado pela diferenca de absorcdo entre as formas oxidada e

reduzida de PQ-9 a 255 nm, em relagdo aos comprimentos de onda isosbest de 276 e 308
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nm, assumindo-se um coeficiente de absortividade de 14,8 mM™ cm™. O teor do citocromo
DssoLp, Dssonp, Dses € f foram obtidos a 545 nm utilizando comprimentos de onda isobest de
528 e 568 nm para o citocromo bssg € 552 e 572 nm para o citocromo bsgz. Assumiu-se um
coeficiente de extingdo de 20 mM™ cm™. Para o Cyt f os valores foram obtidos a 554 nm,

assumindo um coeficiente de extingdo de 19,7 mM™* cm™.

2.2.10 Atividade de Enzimas Associadas a Via Fotossintética

Utilizaram-se amostras de folhas reduzidas a p6é de azoto (ca. 100 mg de PF), para a
determinacdo da atividade das enzimas ribulose-1,5-carboxilase/oxigenase (RuBisCO, EC
4.1.1.39) e ribulose-5-fosfato quinase (RuSPK, EC 2.7.1.19), através dos métodos propostos
por Tazoe et al., (2008) e Souza et al., (2005), respetivamente, otimizados para as folhas de
cafeeiro (Ramalho et al., 2003).

O homogeneizado foi realizado em 1 mL de tampéao de extracdo 100 mM Tris-HCI (pH
8,0), contendo 10 mM MgCl,, 15 mM NaHCOj;, 10 mM B-mercaptoetanol, 2 mM DTT, 1%
(viv) Trition X-100, 10% (v/v) glicerol e 2% (v/v) “Complete protease inhibitor cocktail”
(Roche, ref. 04693159001) em conjunto com 100 mg de PVPP insolavel por homogenato.
Os extratos foram centrifugados (16000 g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante limpo obtido foi
utilizado para a determinacéo espectrofotométrica das atividades da RuBisCO e da Ru5PK.
Para a avaliagdo da atividade da RuBisCO utilizou-se um meio contendo um tamp&o com 50
mM Tris-HCI, (pH 8,0), 15 mM MgCl,, 20 mM NaHCOs3, 100 mM fosfocreatina, 10 mM ATP,
0,2 mM NAPH, 20 U mL™ creatina fosfoquinase (CPK), 15 U mL™ &cido 3-fosfoglicérico
fosfoquinase (PGAK) e 15 U mL™ gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH).

Para a determinacdo da atividade inicial da RuBisCO adicionou-se 15 yL de 667 mM
RuBP (10 mM como concentracgéo final) a 20 pyL do sobrenadante limpo (amostra) seguido
da leitura imediata. A atividade total da RuBisCO foi obtida adicionando-se 20 pyL do
sobrenadante limpo, seguido de um periodo de incubacdo de 20 minutos a 25°C de forma a
garantir a completa ativagdo da enzima. A reacao foi entdo iniciada com a adicdo 10 mM
RuBP (como concentracdo final). Em ambos os casos, as medi¢cdes seguiram-se a oxidacéo
do NADH dependente do 3-PGA, a 340 nm.

Para determinar a atividade da Ru5PK foram adicionados 20 pyL do sobrenadante a
célula de espectrofotometro em conjunto com tampao 100 mM Tris-HCI contendo 8 mM
MgCl,, 40 mM KCI, 20 mM fosfoenolpiruvato, 5 mM ATP, 1mM NADH, 20 mM DTT, 8 U
piruvato quinase, 10 U mL™ lactato desidrogenase e 5 U mL™ fosforiboisomerase. Ao fim de
um periodo de 15 min de incubacao, a reacao foi iniciada com a adi¢do de 10 yL de 500 mM

ribose-5-fosfato, seguindo-se espectrofotometricamente a oxidacdo do NADH a 340 nm. A
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determinagdo espectrofotométrica da atividade destas duas enzimas foi realizada a 25 °C,
num espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-1800, Jap&o) para um volume final de 1 mL.

2.2.11 Avaliacao de Proteinas Associadas ao Aparelho Fotossintético

Todos os procedimentos realizados, incluindo a extraccéo de proteinas (de ca. 200 mg de
folhas congeladas em p6 de azoto), a analise por cromatografia liquida e por espectrometria
de massa de alta resolucdo (nano LC-MS/MS), bem como a identificacdo e quantificacdo
das proteinas, seguiram a metodologia previamente descrita por Dubberstein et al. (2020).

Os espectros obtidos por MS/MS foram associados as respetivas sequéncias dos
peptideos através do algoritmo de pesquisa MASCOT Daemon 2.6.1 (Matrix Science). Para
inferéncia dos peptideos e proteinas utilizou-se uma base de dados de referéncia para C.
canephora (Denoeud et al., 2014) de 25.574 sequéncias de polipeptideos, num total de
10.251.572 residuos, descarregado do Gendscopo no dia 1 de Julho de 2019 (http://coffee-
genome.org/sites/coffee-genome.org/files/download/coffea_cds.fna.gz). Para este trabalho
foram selecionadas 26 proteinas relacionadas com o aparelho fotossintético, de forma a
associar 0s seus teores com os dados fisiolégicos e bioquimicos obtidos, com o intuito de
forma a melhorar a compreensdo sobre as respostas das plantas de café as condi¢des
impostas de seca e/ou eCO,. As proteinas selecionadas estao diretamente associadas com
o PSI e o PSII, incluindo o OEC (relacionado com o PSIl), os complexos de captacéo de
energia luminosa (LHC | e IlI) associados aos PSs, o fluxo ciclico de eletrdes (CEF)
envolvido no PSI, bem como a RuBisCO e a RuBisCO activase.

A anotacdo proteica foi obtida através da base de dados UniProtKB
(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=&sort=score). Os dados originais de espectrometria
de massa foram depositados no “ProteomeXchange Consortium” através do repositério dos
parceiros PRIDE, com os identificadores PXD019830, projeto DOI: 10.6019/PXD019830 em
C. arabica e PXD019831, projeto DOI: 10.6019/PXD019831 para C. canephora. Neste
estudo foram ainda utilizados os identificadores de dados PXD019474 e PXD019541.

2.2.12 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Por cada gendtipo, avaliou-se um conjunto de plantas submetidas de seis tratamentos,
compondo um fatorial de 2 x 3 (duas [CO,], aCO, ou eCO,, e trés niveis de disponibilidade
hidrica, WW, MWD ou SWD), seguindo uma distribuicdo casualizada de seis a nove plantas
por tratamento nas fitoclimas. Os varios parametros fisioldgicos e bioquimicos foram

analisados estatisticamente através da metodologia ANOVA de trés fatores de forma a
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testar diferencas entre os genétipos (CL153 e Icatu), concentracdo de CO, (aCO, ou eCOy),
entre os tratamentos hidricos (WW, MWD ou SWD) e a sua interacdo (Tabelas
suplementares S1 e S2).

Dado que o efeito gendtipo apenas foi significativo em poucos casos (exceto na
abundéncia das proteinas), e sendo o principal objetivo comparar o impacto da [CO,] e dos
regimes hidricos (e sua intera¢do) de forma individual para cada genétipo, foi posteriormente
efetuado um teste de Tukey (HSD) para comparacdo de médias (expresso nos graficos e
tabelas). A analise dos dados foi realizada utilizando o programa STATISTICA versao 7.0

(StatSoft, Hamburgo, Alemanha).

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Estado Hidrico Foliar

Os valores de Wy, mostram uma transi¢éo progressiva em ambos os genétipos do estado de
conforto hidrico (WW- ca. -0,30 MPa) para uma seca moderada (MWD- entre -1,6 e -2,1
MPa, exceto as plantas de Icatu-700) e para uma seca severa (SWD- com valores entre -3,7
e -4,5 MPa) (Fig. 2.1). E de salientar que as plantas em MWD exibiram valores mais altos de
Y,. com eCO, quando comparado aCO,, sendo as diferengas significativas em Icatu. Estes
valores mais elevados de W,, nas plantas Icatu em MWD (-0,6 MPa), foram igualmente
mantidos na modalidade de seca severa (SWD), ap6s a suspensdo total de hidratacdo

durante os cinco dias antes das determinacdes.

CL153 Icatu
Ww MWD SWD WwW | MWD | SWD
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Figura 2.1. Potencial hidrico foliar de pré alvorada (¥,.) em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C.
arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condices de CO, ambiente (380 pL L™, barras brancas) ou CO, elevado (700 pL L™,
barras pretas) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada parametro o valor médio + SE (n = 5-6) é seguido por letras
distintas que representam diferencas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO_] (a,b,c) ou entre as duas [CO,] no

mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genotipo.
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2.3.2 Andlise de Imagem Térmica

Pela variagcdo gradual dos indices térmicos, tanto para o de stresse hidrico da cultura
(CWSI) como o de condutancia estomatica (Ig) (Fig. 2.2 (B)) verificou-se que os regimes de
seca impostos foram progressivamente atingidos até ao grau maximo de severidade nas
plantas de SWD, de acordo com as variagées de W,, verificados (Fig. 2.1). O estado de
seca severa foi observado nas plantas de SWD, como comprovam os valores maximos de
CWSI paralelamente com valores mais baixos de lg, independentemente dos gendtipos ou
da [CO,]. Embora ndo se tenham verificado diferengas notorias entre as duas [CO;] para 0s
mesmos regimes hidricos, os indices observados nas plantas sob eCO, pouco se alteraram
de WW para MWD (particularmente evidente em Icatu), em contraste com o verificado nas

plantas em aCO, quando comparadas com o regime WW.
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Figura 2.2. indice de stresse hidrico (CWSI) (A) e do indice de condutancia estomatica (I) (B), calculados em folhas de
plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condi¢Ges de CO, ambiente
(380 UL L, barras brancas) ou CO, elevado (700 uL L™, barras pretas) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada
parametro o valor médio + SE (n = 5) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes

hidricos na mesma [CO;] (a,b,c) ou entre as duas [CO_] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.
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2.3.3 Trocas Gasosas Foliares

Quando sujeitas a um défice hidrico, as plantas na [CO,] de 380 pL L™ sofreram
decréscimos nas taxas da fotossintese liquida (P,) de 62 e 68% no regime hidrico MWD e
de 84 e 92% em SWD, quando comparados com o regime WW para os dois genotipos
respetivamente (CL153 e Icatu) (Fig. 2.3 (A)). Paralelamente, observaram-se reducdes na
condutancia estomatica (gs) de 65 e 77% em MWD, e de 69 e 77% em SWD para a mesma
sequéncia de gendtipos. No regime SWD os valores da concentracao interna de CO, (C)
foram superiores (ca. dobro) nos dois gendtipos, enquanto a capacidade fotossintética
méaxima (Amax) decresceu 32% em CL153 e 20% em Icatu, quando comparados com plantas
em WW.

A exposigao prolongada ao eCO, promoveu aumentos significativos dos valores de P,
de 37% (CL153) e 56% (lcatu) no regime hidrico de WW quando comparados com as
plantas em aCO,, sendo acompanhado com valores relevantes (mesmo que nhao
significativos) de 35% e 16% de Anax-

O eCO, atenuou de forma evidente os decréscimos de P,, gs € Amax provocados por

uma seca moderada (MWD), o0 mesmo ndo se tendo verificado para uma seca mais severa
(SWD). De facto, no regime hidrico (MWD) e na [CO,] de 700 pL L™ ambos os genétipos
sofreram reducdes de P, mantendo, no entanto, os seus desempenhos muito proximos dos
observados nas plantas em WW na [CO,] de 380 uL L™, tendo-se verificado valores mais
elevados de P, (146% para CL153, e 240% para Icatu) quando comparados com as suas
semelhantes a 380 uL L™ no regime hidrico MWD. Este desempenho foi acompanhado por
alteracdes nao significativas de gs e C; quando comparados os regimes hidricos WW e MWD
sob eCO.,. Os valores de Anax mostraram um padrdo semelhante ao verificado pela P, nas
plantas em MWD com eCO, para ambos os genoétipos, ou seja, embora se tenham
observado ligeiras diminuicdes quando comparadas com os valores de WW a 700 uL L™
estas plantas ainda mantiveram, valores de Any.x 50% (CL153) e 11% (lcatu) superiores
quando comparados com seus homologos na [CO,] de 380 pL L™ no regime MWD.
A P, e g, foram fortemente reduzidas no regime SWD independentemente da [CO,] e do
gendtipo. Contudo, mesmo nestas condicbes de seca, foi preservado uma relevante
capacidade de assimilagdo de carbono, com 0 A @ mostrar ainda valores proximos dos
60% em CL153 e superior a 70% em Icatu em comparacdo com os obtidos nos respetivos
controlos (WW).
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Figura 2.3. Parametros de trocas gasosas foliares: taxa de fotossintese liquida (P,) (A), condutancia estomatica para vapor de
agua (gs) (B), concentracéo interna de CO; (C)) (C) e capacidade fotossintética (Amax) (D) em plantas de C. canephora cv.
Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condi¢cdes de CO, ambiente (380 uL L™, barras brancas)
ou CO, elevado (700 L L™, barras pretas) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada parametro o valor médio + SE (n =
5-6) é seguido por letras distintas que representam diferengas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO] (a,b,c)
ou entre as duas [CO_] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.
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2.3.4 Acido Abscisico Foliar

O efeito seca nas plantas sob aCO, provocou aumentos de ABA de ca. 46% no regime
MWD em ambos os genétipos, e de 100% (CL153) e 184% (Icatu) no regime hidrico SWD,
enquanto que com o eCO, no regime WW os valores de ABA aumentaram 85% unicamente
em Icatu. (Fig. 2.4).

Com a restricdo de agua, o eCO, promoveu o aumento dos teores de ABA nos dois
gendtipos (com excecdo de Icatu em SWD), tendo estimulado uma resposta mais precoce
em lcatu que atingiu o valor maximo ainda no regime MWD mantendo-se assim
posteriormente estavel no regime SWD, enquanto nas plantas a 380 pL L™ o valor maximo

de ABA foi observado em condi¢gbes de SWD.
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Figura 2.4. Teor de acido abscisico foliar (ABA) em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv.
Icatu, desenvolvidas em condicdes de CO, ambiente (380 pL L™, barras brancas) ou CO; elevado (700 uL L™, barras pretas) e
submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada parametro o valor médio + SE (n = 4) é seguido por letras distintas que
representam diferengas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO;] (a,b,c) ou entre as duas [CO;] no mesmo

regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

2.3.5 Analise da Fluorescéncia da Clorofila a

Na [CO,] a 380 pL L™ a imposicdo dos regimes de seca ndo afetou os valores de Fo, (mesmo
em SWD) independentemente do gendtipo. Em contraste, o eCO, nas plantas em WW,
promoveu um aumento significativo de F, mantendo-se, no entanto inalterado nos regimes
hidricos MWD e SWD (Tabela 2.1). Por sua vez, o eCO, em WW néo afetou os valores de
F./F para ambos os genotipos verificando-se apenas uma reducéo significativa de F,/F,em
CL153 quando em SWD sob aCO,, sendo este impacto amplamente atenuado com o eCO,.
Em condi¢des de equilibrio dindmico fotossintético, a eficiéncia fotoquimica do PSII
(Fv7/Fn) manteve-se inalterada com o eCO, no regime WW, tendo-se, no entanto, verificado
reducdo de F,/F,’ nas plantas em aCO, em MWD (Icatu - 30%) e SWD (CL153 - 40% e
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Icatu 24%). O eCO, atenuou claramente os impactos da seca em F,/F,’ particularmente em
Icatu onde ndo se verificaram reducdes significativas tanto em MWD como em SWD,
contrastando com o impacto observado no CL153 em SWD. Por sua vez, a estimativa da
taxas de inativacdo do PSIl (F¢/F,’) apresentou aumentos consideraveis nos dois regimes
hidricos de seca para os dois genoétipos com aCO,, sendo estes impactos em grande parte
atenuados com o aumento do CO, particularmente nas plantas do regime MWD.

A utilizacdo da energia fotoquimica avaliada por Yy, e q. ndo foi afetada
significativamente com o eCO, na modalidade WW, sendo, no entanto, observado um
impacto acentuado nas modalidades de MWD e especialmente em SWD, com redug¢fes de
82% e 62% da Y e de 65% e 46% do . para os genotipos CL153 e Icatu respetivamente
sob aCO,. Contudo, o eCO, atenuou claramente os impactos de MWD e SWD sobre Y, e
gL nos dois genotipos, particularmente no regime MWD onde nao se observaram impactos
significativamente diferentes do verificados no regime de WW.

A capacidade da utilizacdo fotoquimica da energia é em certa medida ponderada por
mecanismos de dissipagdo da energia disponivel em excesso. Os valores de Yypg)
mantivera-se inalterados com o eCO, no regime WW, mas aumentaram de forma
significativa nos regimes de seca MWD e SWD, de uma forma semelhante nos dois
genotipos com o CO, ambiente (aCO,). Em SWD sob aCO,, verificaram-se aumentos de
151% (CL153) e de 98% (Icatu) nos valores de Ynpq). De forma notavel, esta eficiéncia na
capacidade de dissipacdo de energia foi mantida a valores inferiores com eCO, tanto em
MWD e SWD, quando comparados com o0s observados em aCO,, 0 que esta em
concordancia com a maior capacidade de utilizacao da energia fotoquimica em eCO,.

Ja os valores de Yo sofreram apenas impactos marginais devido a seca, ao aumento
da [CO,], bem como a sua sobreposicdo, para ambos os genotipos, refletindo a auséncia de

um estado de agravamento no que se refere aos processos de dissipacdo ndo regulada.
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Tabela 2.1. Parametros da fluorescéncia da clorofila a foliar, em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em

condicdes de CO, ambiente (380 pL LY aCO,) ou CO; elevado (700 pL LY eCO,) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Os parametros incluem: fluorescéncia inicial

(Fo), a eficiéncia fotoquimica méxima do PSIlI (F./Fn), coeficiente de amortecimento (quenching) fotoquimico (q.), eficiéncia fotoquimica do PSIl a luz (F//Fn') e

estimativa da taxa de inativacdo do PSII (Fs/Fn'), assim como as estimativas dos rendimentos quanticos do transporte ndo ciclico de eletrdes [Y(y], da dissipacéo

regulada de energia [Ynrg) € da dissipacdo ndo regulada de energia [Y(no) do PSIl. Para cada parametro o valor médio + SE (n = 5) seguido por letras distintas

representam diferencas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO>] (a,b,c) ou entre as duas [CO2] ho mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada

Regime
Hidrico

Fo

Fu/Fm

Fv'/Fn’

Yy

YnrQ)

Yoy

qL

Fs/Fm’

ww
MWD
SWD

0,210 * 0,004aB
0,224 £+ 0,007aA
0,233 £ 0,008aA

0,770 £+ 0,008 aA
0,771 £ 0,010 aA
0,705 £ 0,025 bA

0,595 + 0,023 aA
0,550 + 0,015 aA
0,355 + 0,037 bA

0,358 + 0,044 aA
0,130 + 0,034 bB
0,065 + 0,010 bA

0,245 + 0,043 bA
0,552 + 0,032 aA
0,615 + 0,021 aA

0,397 £ 0,015 aA
0,319 + 0,024 aA
0,320 + 0,026 aA

0,448 + 0,066 aA
0,132 + 0,038 bA
0,156 + 0,030 bA

0,642 + 0,044 bA
0,870 £ 0,034 aA
0,935 £ 0,010 aA

MWD
SWD

0,285 + 0,014aA
0,235 + 0,007bA
0,236 + 0,009bA

0,774 £ 0,006 aA
0,777 £ 0,010 aA
0,747 £ 0,023 aA

0,642 £ 0,013 aA
0,649 £ 0,025 aA
0,423 + 0,039 bA

0,396 + 0,023 aA
0,354 + 0,021 aA
0,153 + 0,032 bA

0,303 + 0,021 bA
0,272 + 0,041 bB
0,564 + 0,039 aA

0,301 £ 0,022 aB
0,373 £ 0,035 aA
0,283 £ 0,015 aA

0,375 £ 0,032 aA
0,304 £ 0,031 aA
0,247 £ 0,044 aA

0,604 + 0,023 bA
0,646 + 0,021 bB
0,847 £ 0,032 aA

MWD
SWD

0,251 + 0,007aB
0,247 + 0,009aA
0,244 + 0,005aA

0,753 £ 0,005 aA
0,755 £ 0,011 aA
0,761 + 0,008 aA

0,593 £ 0,022 aA
0,416 + 0,026 bA
0,449 + 0,020 bA

0,356 + 0,029 aA
0,191 + 0,032 bA
0,136 + 0,013 bA

0,295 + 0,034 bA
0,564 + 0,039 aA
0,585 + 0,026 aA

0,349 £ 0,018 aA
0,246 + 0,020 aA
0,280 + 0,024 aA

0,380 + 0,029 aA
0,345 + 0,063 abA
0,205 + 0,028 bA

0,644 + 0,029 bA
0,809 £ 0,032 aA
0,864 £ 0,013 aA

genatipo.
Genotipo [COZ_]l
(L L)
380
o™
Lol
i
—
O
700
380
=
T
Lo
700

MWD
SWD

0,308 £ 0,011aA
0,254 + 0,007bA
0,242 + 0,005bA

0,734 £ 0,004 aA
0,744 £ 0,012 aA
0,757 £ 0,008 aA

0,588 + 0,019 aA
0,529 + 0,024 aA
0,521 + 0,032 aA

0,351 + 0,029 aA
0,265 + 0,019 abA
0,199 + 0,017 bA

0,314 £ 0,019 bA
0,361 + 0,043 abB
0,486 + 0,028 aA

0,335 £ 0,024 aA
0,374 £ 0,035 aA
0,315 + 0,024 aA

0,385 + 0,033 aA
0,320 £ 0,021 abA
0,236 + 0,024 bA

0,649 * 0,029 bA
0,735 + 0,019 abA
0,801 £ 0,017 aA
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2.3.6 Taxas de Transporte Tilacoidal de Eletrbes

Analisaram-se as taxas de transporte de eletrdes envolvidos nos dois fotossistemas, na
perspetiva de tentar encontrar pistas sobre potenciais pontos de fragilidade em
consequéncia da seca em plantas de café. A imposicao da seca reduziu a atividade de PSI|
(com e sem OEC), e do PSI em ca. 20% apenas no regime SWD no genétipo CL153,
enquanto as plantas de Icatu ndo foram afetadas pela seca independentemente da [CO,]
(Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Taxas de transporte de eletrbes potencial do PSIl, com (+OEC) (A) ou sem (-OEC) (B) participagdo do OEC, e do
PSI (C) em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condi¢des de CO,
ambiente (380 pL L™, barras brancas) ou CO, elevado (700 uL L™, barras pretas) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para
cada parametro o valor médio + SE (n = 3) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os
regimes hidricos na mesma [CO;] (a,b,c) ou entre as duas [CO;] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada

genotipo.
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O aumento da [CO,] reforcou a atividade dos dois fotossistemas nas plantas em
conforto hidrico (WW) tanto para o PSI e PSII, atingindo aumentos de ca. 20% (CL153) e
15% (lcatu) quando comparadas com as plantas do regime WW em aCO,. O eCO, teve de
uma forma geral um efeito positivo nos impactos provocados pela seca tendo mesmo
invertido a tendéncia de perda de desempenho dos fotossistemas das plantas de CL153
sujeitas a uma seca severa (SWD) em aCO..

2.3.7 Transportadores Tilacoidais de Eletrées

A exposi¢do apenas a seca provocou diferentes alteracdes nos transportadores de eletrbes
e gendtipos (Tabela 2.2). Em Icatu os teores os Cit bssg € bsgzs Ndo sofreram alteracdes
significativas, ao contrario dos aumentos significativos verificados do Cit f (28%) e da PQ-9
(forma redox da plastoquinona, PQ) (102%) observados no regime SWD. Em contraste
evidente, o CL153 teve reducdes significativas em todos os citocromos, tanto em MWD
como em SWD, enquanto o PQ-9 n&o variou significativamente.

A exposicdo apenas a eCO, (plantas WW) ndo modificou de forma significativa o
conteudo destes transportadores (a excec¢ao do Cit bsseqp em CL153 e do Cit bsgs em Icatu).
Contudo, € de salientar uma tendéncia sistemética de aumento de valores de todos os
transportadores em ambos o0s genotipos, justificando o efeito globalmente significativo
promovido pelo eCO, (Tabela suplementar S1).

Em condi¢cbes de seca e eCO,, apesar de algumas variagbes entre as plantas
submetidas a MWD e SWD, o eCO, promoveu o aumento global destes componentes
fotossintéticos em condi¢cdes de SWD. Na realidade, embora as plantas CL153 em aCO,
tenham sido claramente afetadas no regime SWD, as suas homdlogas a 700 pL L™ de CO,
mostraram uma auséncia de impacto nos teores dos citocromos (quando comparadas com
WW independentemente da [CO,]) e um aumento substancial de PQ-9. Em Icatu o eCO,
ndo atenuou os impactos negativos da SWD pois estes ndo aconteceram nas plantas sob
aCO,, mas as plantas em eCO, submetidas a SWD mantiveram a tendencia para um maior
teor de todos os citocromos. E de destacar, que nos dois genétipos em MWD e sob eCO, os
teores dos diferentes transportadores foram inferiores aos observados em SWD, embora

sem impacto nas taxas de transporte de eletrdes observadas (Fig. 2.5).
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Tabela 2.2. Teores dos transportadores tilacoidais de eletrdes, plastoquinona (PQ-9) e citocromos (Cit) bssgip,
bssonp, bses, € f, em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas
em condi¢des de CO; ambiente (380 pL L'l) ou CO; elevado (700 pL L'l) e submetidas a WW, MWD ou SWD.
Para cada parametro o valor médio + SE (n = 3) € seguido por letras distintas que representam diferencas

significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO2] (a,b,c) ou entre as duas [CO,] nho mesmo regime hidrico

(A,B), distintamente para cada genétipo.

§' [COZ] Regime PQ-9 Cit b559|_p Cit b559Hp Cltf Cit b563
© 4 Hidrico . , J . .
8 (uL L) (nmol g™ PS) (nmol g~ PS) (nmol g™ PS) (nmol g™ PS) (nmol g™ PS)
wWw 318,1+ 60,1 aA 1449+ 041aA  16,98:0,39aB 16,74 + 0,54 aA 26,22 + 1,48 aA
380 MWD 328,5¢ 28,5 aA 8,73+ 0,19 bB 1020+0,14bB 11,49 % 0,08 bB 15,99 £ 0,10 bB
Q SWD 381,0 + 33,1 aB 10,12+0,23bB  11,83+0,16bB 13,332 0,09 bB 18,54 £ 0,12 bB
8 Ww 382,6 £ 57,0 bA 1594061laA  18,36:040aA  17,45:0,83abA 28,20+ 1,56 aA
700 MWD 529,6 + 12,4a bA 11,30£0,21bA 13,54+ 0,18 bA 14,63 £ 0,08 bA 20,44 + 0,19 bA
SWD 774,8 £ 58,9 aA 1456028 aA 17,441 0,23 aA 18,85+ 0,1 aA 26,33 + 0,25 abA
wWw 315,2 + 88,6 bA 1349+052aA  1530%0,37aA 16,35+ 0,47 bA 26,73+ 1,37 aB
380 MWD 5854+1108abA  1343+024aA  1532:02laA  19,17+019abA 2577021 aA
5 SWD 637,8 + 120,8 aA 14,63+0,26aA  16,69+0,22aA  20,89+0,21 aA 28,07 £ 0,23 aB
E wWw 460,4 + 53,2 aA 1531+052aA  16,26+0,33aA  18,18+044abA 31,67 +0,51aA
700 MWD 460,7 £ 17,7 aA 1042+0,26bB  10,96+0,24bB 15,66 + 1,32 bB 19,31 + 0,07 bB
SWD 585,0 + 69,2 aA 1586+ 0,34aA  18,34+054aA  21,96:0,21 aA 31,53 + 0,86 aA

2.3.8 Enzimas da Fotossintese

A atividade da RuBisCO sofreu um decréscimo gradual no CL153 sob aCO,, atingindo
reducdes de 40% (inicial) e 30% (total) no regime hidrico SWD (Fig. 2.6 (A) e (B)). Estes
resultados contrastam de forma evidente com os observados em Icatu, onde ndo se
observaram impactos negativos devido & imposi¢do da seca. Os valores de ativacdo da
RuBisCO mostraram uma certa oscilacdo (com uma tendéncia decrescente em CL153)
sendo que a Ru5PK mostrou a tendéncia para uma maior atividade no regime MWD, sem
reducdes nas condi¢cdes de SWD, quando comparados com os valores das plantas WW
para cada gendtipo.

Nas plantas em WW, o eCO, reforgou de forma significativa a atividade inicial (45%-
61%) e total (ca. 38%) da atividade da RuBisCO, assim como a atividade da Ru5PK (ca.
50%) para os dois genétipos. Nestas mesmas circunstancias, verificou-se também um
aumento da % de ativacdo da RuBisCO em Icatu.

Em ambos os gendétipos sob eCO, e em MWD observou-se uma tendéncia para

valores mais elevados da atividade da Ru5PK e da RuBisCO (e do estado de ativacdo da
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RuBisCO), mesmo que nao significativos na maioria dos casos. Em condi¢gdes de SWD esta

tendéncia s6 se verificou em Icatu.
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Figura 2.6. Atividade inicial (A), atividade total (B), estado de ativacdo da Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase

(RuBisCO) (C) e atividade maxima ribulose-5-fosfato quinase (Ru5PK) (D) em plantas de C. canephora cv. Conilon Clone 153

(CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condi¢des de CO, ambiente (380 pL L™, barras brancas) ou CO, elevado

(700 pL L, barras pretas) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada pardmetro o valor médio + SE (n = 4) é seguido por

letras distintas que representam diferencgas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO;] (a,b,c) ou entre as duas

[CO,] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

44



CAPITULO 2 — RESILIENCIA INTRINSECA NAO ESTOMATICA

2.3.9 Proteinas do Aparelho Fotossintético

No que diz respeito as alteragbes das condigbes ambientais, o défice hidrico isolado
(plantas sob aCO,) foi o principal fator que influenciou o aumento da abundancia da maioria
das proteinas relacionadas com o aparelho fotossintético (PSI e Il, OEC, LHCI e I,
RuBisCO, RuBisCO Ativase e CEF-PSI) (Tabela 2.3), embora variando entre gendtipos para
a maioria das proteinas (Tabela S2). Na realidade, no regime de SWD observou-se uma
tendéncia sistematica para 0 aumento das 26 proteinas estudadas em ambos 0s genoétipos,
mas so Icatu mostrou alteragdes significativas (em 15 delas).

Em contraste, o eCO, no regime hidrico de WW nao alterou significativamente a
guantidade de nenhuma das 26 proteinas em andalise em ambos os gendtipos. Tal esta em
linha com a auséncia de significancia para a maioria das proteinas no que se refere ao fator
CO,, bem como para a interacdo entre eCO, e gendtipo (Tabela S2). Contudo, uma analise
mais fina revelou uma tendéncia de reducgéo da abundancia de 15 proteinas em condi¢des
de eCO; (quando comparadas com as plantas em aCO,) especialmente no CL153.

Quando em condi¢cbes de SWD, o eCO, nao alterou significativamente a quantidade
das proteinas (com a Unica exce¢ao da LHCII 21 kDa em CL153) quando comparadas com
as plantas sob aCO..

Uma andlise mais detalhada de cada grupo de proteinas, revelou que,
independentemente da [CO,], as associadas ao PSIl e ao LHCII se mostraram mais
abundantes em condi¢cbes de seca, significativamente para algumas delas em SWD e
apenas em Icatu. Neste conjunto de proteinas, incluem-se a PsbP (uma subunidade
extrinseca do PSIl) e PsbS (PSIl 22 KDa) (como reflectido na sua interacdo significativa
entre genotipo vs. disponibilidade hidrica — ver Tabela S2), que estdo associadas a evolugéo
do O, e ao mecanismo do quenching ndo fotoquimico, respetivamente. Uma maior
abundéancia em Icatu submetido a condi¢Bes de seca foi também observada para sete (sob
aCO,) e quatro (sob eCO,) proteinas do LHCIl (hum universo de oito). Nas plantas CL153
ocorreu apenas o aumento significativo da proteina LHCII 21kDa, exclusivamente em eCO,.

Um padréo semelhante ao observado para o PSII, foi igualmente observado para 10
das proteinas envolvidas no PSI, o seu LHC e com o CEF-PSI (duas proteinas do complexo
NADH desidrogenase (NDH) e uma associada a regulacdo do gradiente de protdes
(PGR5)). Em geral, a abundéancia destas proteinas também aumentou gradualmente com a
seca, independentemente da [CO,], mas valores significativamente mais elevados foram
observados apenas nas plantas Icatu em SWD (cinco em aCO, ; quatro em eCO,).

Finalmente, a RuBisCO (sub-unidade pequena) e a RuBisCO ativase mostraram uma

tendéncia de aumento em SWD, semelhante para ambas as [CO,], com Icatu em SWD a
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revelarem os maiores aumentos, quando comparados com as suas plantas WW.

Tabela 2.3. Variagdo na quantidade relativa de proteinas do aparelho fotossintético, relacionadas com o PSl e I,

OEC (relacionado com o PSII), LHCI e Il, RuBisCO, RuBisCO ativase e associadas ao CEF dos PSs, em plantas

de C. canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e C. arabica cv. Icatu, desenvolvidas em condi¢cdes de CO»
ambiente (380 pL L'l) ou CO; elevado (700 pL L'l) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada parametro o

valor médio + SE (n = 3) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes

hidricos na mesma [CO-] (a,b,c) ou entre as duas [CO] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada

genotipo.
Genétipo CL153 Icatu
[COZ] (L LY 380 700 380 700
Regime Hidrico ww MWD SWD ww MWD SWD ww MWD SWD ww MWD SWD
Fotosistema Il e Complexo de Evolug&o do Oxigénio
Cc07_g05350 - Oxygen-evolving enhancer 227,4+12,0 226,7452,9 247,7447,0|189,7+43,2 2217+6,7 107,7+22,4|184,7459,9 260,3+2,9 271,0+14,9 |162,3:30,2 101342538 217,749,
protein 1, chloroplastic
€c05_g00840 - Oxygen-evolving enhancer 109,3+2,3 98,7427,5 1157218 | 98,7422,7 17,7¢17,3 98,747,4 [102,04457 1453+3,8 140,7+410,7 |99,7¢28,3 45,3+154 133,7+115
protein 2, chloroplastic
Cc02_g11770 - Oxygen-evolving enhancer 413+8,1 413467  617+3,5 | 28,0:4,0 49,0+114 56,0+6,7 | 56,0+152 58,0+2,9  63,7+55 | 53,0:4,0 22,3+81* 717:73
protein 3-2, chloroplastic
Sﬁﬂ;%ﬁag - Photosystem Il 22 kDa protein, 42047,0 42,3:18  48,3%6,0 | 38,3:l9 37.7+24 447:37 | 543:t12,3 66,7+54 850£9,3* | 447:35 323:4,1 76,0445
f“cohzlgfjji“’ic‘ PsbP domain-containing protein | 7,57 1 7:22 18,0520 | 9355 8303 103:09 | 10,3535 157:22 193:30% | 9,3:03 6323 17,0:06*
€c06_g20190 - PsbP domain-containing protein | 53,93 20400  47+¢27 | 20400 17603 47409 | 50:26 90+20 17:03* | 43:19 17407 153207+
6, chloroplastic
Luz- Complexo Proteico de Armazenamento do Fotossistema ll
Ccl0_g16210 - Chlorophylla-b binding protein | 556,60 283180 5404159 | 303491 363:7,6 54,3:8,1 | 39,7:182 757467 96,0:14,7+| 4604137 18,7:7,7 78,343
CP26, chloroplastic
§;°§;3,?§§|‘;°5‘}fh'°’°p“y” a-bbinding protein | 45 7:45 180167 307:08 | 9.7:64 183:61 357:3,8* | 27,0858 433:0,0 69,7:38% | 250495 8732 64,0:7.2*
€c09_g09030 - Chlorophylla-b binding protein 5 5.5 43,43  1u7+08 | 17412 47429 207452+ | 14,3:13,8 48.9+17,0 49,0:17,9 | 133t7.3 03+03 44,7484
21, chloroplastic
Cc02_g21720 - Chlorophylla-b binding protein | 57,57  73.39  177:82 | 77423 80435 17,0:4.4 | 8350 12,7609 210:35* | 7,0632 13109 17,3:03*
CP24 10A, chloroplastic
Cc05.g12720 - Chlorophylla-b binding protein | 7.1, 37:07  90e2,1% | 40:12 33203 87+12% | 47429 60512  16,0:23* | 30806 17:0,9 15322+
13, chloroplastic
fﬁlt)l;)gpllzzéi' Chlorophylia-b binding protein, 10£10  00£00  2,74#17 | 00£00 0707 4,0£10* | 2,7427 13403  174#3,3* | 37¢20 00£00 13,0415*
€c09.g09020 - Chlorophylia-b binding protein | g46500 00500  03:03 | 03:03 0707 23:03* [ 07:07  13:0,9  37:0,7* | 03203  00:00 40:10%
21, chloroplastic
Fotossistema |
€c03_903590 - Photosystem [reaction center | 1q0,105 6,0624,0 12804171 | 78,3¢12,5 94,7+4,3 103,0413,7 |106,0447,4 17,0453 187,3420,2*| 94,7415,6 37,0165 1283485
subunit Il, chloroplastic
€c04_g03050 - Photosystem Ireaction center 14,7466 120£64 393+123*| 97459 20,377 36,3%6,9 | 26,7+12,6 313+3,8 46,3t54* | 197464 2,7412* 44,3:0,3*
subunit VI, chloroplastic
Cc09_g08490 - Photosystem Ireaction center 03:24 103:34 18339 | 13:23 11000 16,025 | 117¢43 18309 13,0:47 | 00:21 53:09 14,0¢15
subunit psakK, chloroplastic
Cc01_g15890 - Photosystem I reaction center 53:19  8,0:35 12,7:57 | 7,3t17  57:03 12324 | 83:35 12,3t13 197:35* | 7,726  2,7:03 17,712+
subunit XI, chloroplastic
Luz- Complexo Proteico de Armazenamento do Fotossistema |
(B:C::):Bgrgslgai?u; Chlorophyllia-b binding protein 16,3+2,8  157+50  29,7+7,9 | 19,7+3,0 20,7+2,2 250+47 | 18,7:8,7 34,0:0,6 40,0+6,1* | 23,352 10,0+55 36,3+3,8*
€c09.902010 - Chlorophylla-b binding protein | 74,51 g7:27 150450 | 50500 70:12 137¢15 | 8339 113520 31767+ | 9,3¢27  37:22 32,0¢4,6*
6A, chloroplastic
fﬁ&‘:agﬁ:;ilf - Chlorophylla-b binding protein 4, | 545,56 37:32 103224 | 40521 63:20 10020 | 67¢38 15319 260:3,1* | 10,7:30 3,0:25 293t2,6*
Fluxo Ciclico de Electrdes
32‘261—922390 - NDH-dependent cyclic electron 2,0£12 3,0+15 3,3+13 3,0¢25  47+12 3,719 3,7+19  6,0+0,6  9,0:15* | 4,3%2,2 13+13  6,3:0,9
ﬁg\i“fgosmo - NDH-dependentcyclic election | 5.3 00100  13:09 | 10:06  13:0,9 13203 | 10:0,6  17:03  33:03* | 17:09  00:00 2,707
Sﬁ&?gﬁf;io' PGRS-like protein 1A, 00£00 0707  03:03 | 07:07  47:37  23:12 | 3328 8309 93:30* | 6332  10:10 113:19*
RuBisCO e RuBisCO Activase

Cc00_g15710 - Ribulose bisphosphate

- 46,3:7,4 49,0182 8,1 + 2,7427,4 +5,7 +17,9  78,7+2 79,7¢54 | 47,7% 253:52 82,7432+
carborylace emall shain SSULIA chioroplastic 6,37, 9,0:8,2  580£81 | 5104100 62,7+27,4 53,0+57 | 510+17,9 78,7203 79,75, 74116 25352 82,743,
€c02_g07500 - Ribulose bisphosphate | 62,3+16,8 63,0£155 76,7+22,1 | 69,3+14,9 112,3+424 112,7+17,5 | 73,7443,2 143,093 153,0+13,7 [103,3+44,4 43,7+229 154,0+18,5
carboxylase/ oxygenase activase 1, chloroplastic
€c04_914500 - Ribulose bisphosphate 1717 2,3:15 30812 | 3,0:17  57:13  47:07 | 17:09 130:3,1% 210:0,6* | 3720 1313 18,0:4,6*

carboxylase/ oxygenase activase 1, chloroplastic

2.4 DISCUSSAO

O desenho experimental e a recolha de dados deste trabalho, tiveram por base a utilizacdo

de pseudoreplicas, tendo em conta as duas concentracdes de CO, (Hurlbert 1984, 2004),

visto cada conjunto de plantas por tratamento se ter desenvolvido em céamaras

individualizadas. Em contraponto, nos diferentes tratamentos hidricos, a imposicdo de
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restricbes de agua foi realizada individualmente para cada planta, até se atingir o nivel de
seca desejado (pelo controlo do W, e pela adigdo parcial de agua).

Mesmo né&o eliminando o efeito potencial das pseudoreplicas, realizaram-se trocas
frequentes das plantas entre camaras, na perspetiva de obter resultados e conclusdes
semelhantes as que seriam encontradas com a utilizacdo de réplicas verdadeiras, quer em
ensaio com multiplas camaras ou utilizando uma camara para varias séries experimentais
(Johnson et al. 2016). Ainda assim, considerando a possibilidade de alguns desvios
estatisticos, quaisquer resultados marginalmente significativos deverdo ser discutidos com
cautela, sendo aconselhavel, interpretar os resultados tendo em atencdo o efeito do
tamanho da amostra ao invés dos valores de P per se (Johnson et al. 2016). Neste sentido,
feito uma referéncia clara a existéncia de pseudoreplicas e as medidas implementadas para
minimizar potenciais problemas na interpretagcdo de resultados, (Newman et al. 2011,
Johnson et al. 2016), existe total confianga na solidez e utilidade da informacg&o obtida neste

estudo.

24.1 O Impacto da Seca no Desempenho Fotossintético e nos seus
Componentes

Foi imposta uma restricdo gradual de agua até se atingirem valores de W,, < -3,7 MPa em
ambos 0s genotipos para as plantas SWD, um valor que reflete um défice hidrico extremo
para o cafeeiro (Pinheiro et al., 2004, Brum et al., 2013). Esta imposi¢cdo de seca severa
refletiu-se também na alteragdo dos indices de stresse hidrico (CWSI e Ig) (Fig. 2.2) que
acompanharam a reducdo gradual de gs e Wy, a semelhanca do ja observado noutras
espécies de plantas (Costa et al., 2013, Gémez-Bellot et al., 2015), sendo estes indicadores
considerados de grande utilidade para a adequac¢do microambiental da cultura do café
(Craparo et al., 2017).

O declinio dos valores de gs verificado em ambos os genétipos, quando em situacdo
de seca estard provavelmente associado aos teores mais elevados de ABA (Fig. 2.4). O
acido abscisico tem um papel determinante na resposta estomatica ao aumento da
solicitacdo evaporativa do ar e/ou uma reducéo da disponibilidade hidrica do solo (Buckley,
2019), estando o0 aumento da sintese de ABA associado a uma maior tolerancia das plantas
de café a seca, através da redugcdo dos valores de gs restringindo desta forma a
transpiracdo e consequente desidratacéo das plantas (Silva et al. 2018).

Devido aos valores intrinsecamente baixos de gs nas folhas de café, estd demonstrado
que a limitacdo estomatica, mais do que a mesofilica ou bioquimica, constitui o maior

constrangimento a fotossintese nesta espécie (DaMatta et al., 2019, Martins et al., 2019). No
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entanto, verifica-se que a medida que o défice hidrico se agrava, as limitacbes nédo
estomaticas tornam-se gradualmente predominantes. Na realidade, sob condi¢cdes de MWD
e SWD a reducdo dos valores de gs foi acompanhada pelo aumento de C; (Fig. 2.3 (C)),
sugerindo que a fotossintese ndo foi limitada por restricdes estomaticas. Neste mesmo
sentido, o maior declinio de P, do que o verificado no An. (este ultimo avaliado sem
limitacBes a difusdo na fotossintese pela utilizacdo de uma [CO,] saturante) aponta para um
aumento de restrigcBes na difusdo mesofilica do fluxo de CO, até aos locais de carboxilacao,
enguanto o declinio do Anax, pOr si SO sugere constrangimentos a nivel foto/bioquimicos.

Em conjunto, os resultados obtidos indicam que as limitagbes ndo estoméaticas
(mesofilicas e foto/bioquimicas) foram o0 maior constrangimento para a fotossintese em
condi¢bes de seca, tendo sido agravadas com o aumento da sua severidade, estando em
linha com as mudancas bruscas de CWSI e I do regime MWD para o de SWD (Fig. 2.2).

As limitagbes ndo estoméaticas da fotossintese foram também confirmadas pelos
impactos negativos na eficiéncia fotoquimica do PSIl (F/F,, F,//F,), na utilizacdo
fotoquimica de energia (Yq) 0. € na inativagdo do PSIl (F¢/F,) (Tabela 2.1). Estas
alteracbes mostraram-se mais fortes no regime SWD do que no MWD, sendo
particularmente maiores no CL153 do que em Icatu, em conformidade do impacto verificado
No Amax.

De forma evidente, a menor utilizacdo fotoquimica de energia, foi inteiramente
compensada pelo reforco dos mecanismos fotoprotetores de dissipacéo térmica (Y npq) que
protegem as folhas de café dos danos provocados pela excitacdo excessiva (Pompelli et al.,
2010), associados a reducdo das espécies reativas de oxigénio e clorofila (Fortunato et al.,
2010, Dalal e Tripathy, 2018). E também de salientar, que a dissipacdo de energia nao
regulada do PSIl (Ynoy) ndo aumentou em ambos 0s genotipos nas condigbes de seca.
Estes dados apontam para que o0s processos nao fotoquimicos de amortecimento
(quenching), atribuiveis a fotoinativagdo e a dissipacdo ndo controlada de energia (calor e
fluorescéncia) do PSII (Kramer et al., 2004, Huang et al., 2011), ndo sofreram agravamentos
com SWD, indicando uma tolerancia intrinseca dos genotipos em estudo aos niveis de seca
impostos. O gendtipo Icatu demonstrou ser muito tolerante & seca tendo em conta a
atividade dos PSs (Fig. 2.5) e da quantificacdo dos transportadores de eletrdes (Tabela 2.2),
tendo-se verificado uma tendéncia oposta no genoétipo CL153 que foi claramente afetado,
particularmente pela seca severa (SWD). Na realidade, embora o CL153 tenha demonstrado
uma tendéncia consistente para uma maior abundéancia de proteinas relacionadas com os

PSs, LHC e CEF-PSI, os aumentos sé foram verdadeiramente significativos para mais de
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metade das proteinas envolvidas no processo fotossintético em Icatu, refletindo mais uma
vez a maior capacidade de resposta deste gendtipo (Tabela 2.3).

Sabendo que a assimilacéo de carbono é afetada pelos diferentes stresses ambientais
(o se verificou nas plantas sujeitas a SWD) e que a previsivel producdo de ROS podera
inibir a sintese proteica (Murata et al., 2007), este trabalho mostra que o sistema teve a
capacidade de sintetizar novas proteinas de forma a manter toda a capacidade de
funcionamento, estando provavelmente esta resposta associada ao reforco de mecanismos
antioxidativos como resposta a seca (Ramalho et al., 2018b), a semelhanca do ja verificado
em plantas de café como resposta ao frio, alta radiacdo e calor (Ramalho et al., 1998,
Fortunato et al., 2010; Martins et al., 2016).

Do conjunto de proteinas identificadas e associadas ao PSIl, devem-se destacar os
aumentos significativos verificados unicamente nas plantas lcatu em SWD, da PsbS
(envolvida na dissipacdo ndo regulada de energia) e da PsbP, uma subunidade extrinseca
do PSII envolvida na evolugédo de O,, bem como na regulagédo do PSII, estabilizacdo (Ifuku
et al., 2005), reparacao e reorganizacao (Lu, et al., 2016), estando de acordo com 0s bons
resultados demonstrados na manutencéo da atividade do PSIl independentemente da [CO,]
(Fig. 2.5).

Com uma utilizacdo reduzida de energia pelos processos fotoquimicos, 0 aumento
resultante do gradiente transtilacoidal H*, irA promover a sintese de zeaxantina e a interagéo
da proteina dimérica PsbS com a antena LHCII, que em conjunto promovem uma rapida
dissipacao térmica, protegendo desta forma o PSII do fotodano (Niyogi et al., 2005, Ruban,
2016). Em conjunto, os dados obtidos, sdo consistentes com 0s aumentos dos teores de
zeaxantina (Capitulo 3, Tabela 3.1) e com os valores de dissipacao regulada de energia
(Yneg) (Tabela 2.1) no gendtipo Icatu em SWD, a semelhanga do que se encontra descrito
para plantas de Arabidopsis thaliana em condi¢cdes de seca (Chen et al., 2016). Com estes
resultados, pode-se alegar que o refor¢o destas duas proteinas (PsbS e PsbP) no gendtipo
Icatu em condicbes de SWD sob aCO,, provavelmente reforcam a sua capacidade
fotoprotectora, bem como a boa manutencéo da evolugdo do O, no PSII (Fig. 2.5), indo
também ao encontro da sua maior capacidade de resiliéncia a seca.

As redugdes observadas da atividade potencial do PSI e PSII (Fig. 2.5) e da eficiéncia
fotoquimica (F,/F,) (Tabela 2.1) no CL153 no regime SWD sob aCO,, ndo estdo associadas
a menor quantidade de proteinas envolvidas com o PSs (Tabela 2.3).

Este facto aponta para que estas proteinas possivelmente ndo se encontram num
estado totalmente funcional, 0 que poderd estar associado a uma menor eficiéncia dos

mecanismos de protecdo, como ja observado em plantas de C. canephora sob condi¢des de
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seca (Ramalho et al., 2018b). Ainda referente ao PSII, com excecdo da PsbP, a quantidade
de proteinas relacionadas com a evolucao do O, manteve-se na sua maioria inalterada, o
gque em termos gerais corrobora com o padréo verificado na variacdo das taxas de
transporte de eletrdes no PSIl, com ou sem complexo de evolugdo do O, (OEC), para
ambos os gendtipos (Fig. 2.5). Desta forma, podemos afirmar que o OEC n&o é um dos
componentes sensiveis a seca em folhas de café.

Alguns dos aumentos de abundancia mais expressivos, particularmente em Icatu,
verificaram-se nas proteinas de ligacdo nos LHC a/b, que estdo relacionadas com a
estrutura e funcionalidade de ambos os PSs e associadas aos pigmentos antena e/ou com
os centros de reacdo dos PSs (Kim et al., 2009, Liu et al., 2013, Pietrzykowska et al., 2014).
Sendo que a expressdo dos genes Lhcb é regulada em grande medida por multiplos sinais
ambientais (Liu et al., 2013) e que o funcionamento do LHCII desempenha um papel
importante na prevencao dos fotodanos do PSIl em condi¢des de seca (Chen et al., 2016).

Os teores mais elevados de proteinas relacionadas com o LHCIl e LHCI, poderao
provavelmente ter contribuido para a preservacéo da atividade do PSIl e PSI (Fig. 2.5), da
eficiéncia fotoquimica do PSII (F./F.) (Tabela 2.1) e da capacidade de captura de energia
(Fo) nas plantas de Icatu em condicbes de SWD, permitindo desta forma uma maior
capacidade de resisténcia a uma seca prolongada.

Também neste sentido, o elevado e gradual aumento da PQ-9 com o défice hidrico
nas plantas Icatu, devera contribuir para a remogdo do oxigénio “singlet” (*O,) e inibir a
oxidacéo lipidica membranar (Ksas et al., 2018), enquanto, tanto o CEF-PSII (com Cit bssg)
como o CEF-PSI (com o complexo Cit bg/f, PGR5 e 0 aumento da proteina NDH) deverao
possivelmente ter sido estimulados.

Em conjunto, para o genétipo Icatu, estes processos deverdo contribuir para a eficaz
protecdo dos PSs da fotoinibicdo, pela reducéo da excessiva pressao de excitacdo (Miyake
e Okamura, 2003, Chu e Chiu, 2016, Yamori et al., 2016), com o CEF-PSI a promover os
amortecimentos nao fotoquimicos de prote¢éo (Sun et al., 2018) e ainda a sintese de ATP
(Yamori et al., 2016). Em contraste, parece ser pouco provavel que CEF-PSII e CEF-PSI
tenham sido estimulados no CL153, j& que os teores dos Cits diminuiram, estando também
em linha com as diferencas significativas dos genoétipos na resposta a seca para estes
transportadores de eletrbes (Tabela S1). De forma particular, a redu¢do dos componentes
do complexo Cit be/f podera indicar uma maior sensibilidade a seca, como ja referenciado
para outras espécies (Kohzuma et al., 2009, Sanda et al., 2011).

Resumidamente, estes factos poder&o ter contribuindo para uma menor capacidade

de transporte de eletres (atividade dos PSs e F./F,), bem como decréscimos na
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fotossintese (P, e Anax), confirmando-se o que j4 se encontra descrito, relativamente a
assimilagdo de carbono estar estreitamente relacionada com os contetdos do complexo Cit
be/f em condi¢cdes ambientais desfavoraveis (Schottler e Toth, 2014).

As principais enzimas do ciclo Calvin-Benson (RuBisCO e Ru5PK) tém sido utilizadas
como indicadores da toleréncia dos componentes bioquimicos da fotossintese em resposta
aos diferentes stresses ambientais em café (Ramalho et al., 1999, 2003, Rodrigues et al.,
2016). Neste trabalho, ficou demonstrado que a maior sensibilidade & seca das plantas
CL153 podera provavelmente estar associado a uma significativa reducédo da atividade da
RuBisCO (Fig. 2.6), juntamente com 0s impactos anteriormente descritos na atividade dos
dois PSs e nos teores dos citocromos.

O impacto da seca na atividade da RuBisCO, poderd ser atribuido a uma maior
desnaturagdo das proteinas (Hoekstra et al.,, 2001), a uma diminuicdo da sintese de
pequenas unidades da RuBisCO, bem como a um aumento dos inibidores de ligagdo da
RuBisCO (Vu et al., 1999, Parry et al., 2002, Galmés et al., 2013, Fahad et al., 2017). Em
contraste, a atividade da RuBisCO e da Ru5PK ndo foram afetadas nas plantas SWD no
gendtipo Icatu, o que vem ao encontro da tendéncia para uma maior quantidade das
pequenas unidades da RuBisCO, assim como uma maior quantidade da RuBisCO ativase
nas plantas em condi¢des de seca.

Este conjunto de catalisadores tem a capacidade de modular a atividade da RuBisCO
e € considerado um factor crucial na resposta das plantas as alteracdes climaticas (Sage et
al., 2008), devido a sua sensibilidade ao stresse, nomeadamente ao calor e a seca (Kumar
et al., 2016, Perdomo et al., 2017). Destaca-se também o facto, de que para cada genétipo o
estado de ativacdo da RuBisCO permaneceu na sua maioria inalterado, independentemente
do regime hidrico ou das condicbes do CO,, a semelhanca do descrito em trabalhos

anteriores sobre café (Ramalho et al., 2003, Martins et al., 2013, Dubberstein et al., 2020).

2.4.2 O Impacto da Exposicdo Prolongada ao eCO, no Funcionamento do

Aparelho Fotossintético

As respostas do Wy, e da gs ndo se modificaram com a exposic¢éo prolongada das plantas ao
CO; elevado (eCO.,). Este facto corrobora com resultados anteriores para a gs em plantas de
café (Ramalho et al., 2013, Ghini et al., 2015, Avila et al., 2020a) contrastando com muitas
outras espécies, onde se verifica a reducéo dos valores de gs em eCO, (Ainsworth e Rogers,
2007). Como as plantas de café apresentam tipicamente valores de gs baixos e as
limitacBes estomaticas sao geralmente o maior constrangimento da fotossintese (Martins et

al., 2019), é expectavel que a auséncia de aclimatacdo ao eCO, permita maiores ganhos
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fotossintéticos (DaMatta et al., 2016, Rodrigues et al., 2016, Avila et al., 2020a). E
importante salientar que neste trabalho, as plantas Icatu tenderam sistematicamente a
reduzir os valores de gs em eCO,, a semelhancga do ja verificado em trabalhos anteriores
(Ramalho et al., 2013), podendo estar associado a teores de ABA foliar significativamente
mais elevados nas plantas de conforto hidrico (Fig. 2.4). Na realidade, mesmo quando o ¥,
ndo é afetado pelo eCO,, os aumentos na concentracdo de ABA foliar e xilémico, parecem
promover a limitacdo da gs (Fang et al., 2019) por via da sinalizacdo ABA nas células guarda
dos estomas (Chater et al., 2015).

Ndo se observou nos dois gendtipos qualquer decréscimo da fotossintese
(aclimatacdo negativa) com a exposicado prolongada ao eCO,, ja que ndo se verificaram
alteracoes significativas de P, entre as plantas WW a 380 e 700 puL CO, L™, quando foram
realizadas determinagdes para ambas as [CO,] (dados ndo apresentados).

O aumento evidente da P, com o0 eCO, devera ter por base: (i) o aumento do gradiente
de CO, ar-folha (superando parcialmente a resisténcia a difusdo, levando ao acréscimo da
disponibilidade de CO, para ser assimilado pela RuBisCO) e (i) pela redugdo da
fotorrespiracdo (associada a inibicdo competitiva da atividade de oxigenagdo da RuBisCO)
(DaMatta et al., 2016).

Esta estimulacao da P, estd de acordo com os potenciais aumentos estimados (ca.
50%) para arvores C3 (Drake et al.,, 1997, Ainsworth e Rogers, 2007), bem como em
resultados de trabalhos anteriores, obtidos em plantas de café cultivadas em campo (Ghini
et al., 2015). Simultaneamente estes aumentos de P, sob eCO, deverdo ter também
beneficiado: (i) da tendéncia consistente para teores mais elevados dos diferentes
transportadores de eletrGes (Tabela 2.2), o que provavelmente tera promovido o aumento
moderado da atividade potencial dos PSs (Fig. 2.5) e (ii) do reforco da atividade das
enzimas envolvidas no ciclo Calvin-Benson (RuBisCO e Ru5PK). Este aumento de atividade
tanto dos PSs como da RuBisCO, estdo de acordo com a manutencdo de um equilibrio
funcional entre a capacidade de carboxilacdo e do transporte de eletrdes (JImax/Vemax) que
parece ser mantida nas plantas de café (Ramalho et al., 2013, DaMatta et al., 2016), assim
como observado noutras espécies (Possell e Hewitt, 2009).

Estes investimentos nos componentes fotoquimicos e bioquimicos associados ao
eCO,, contribuem para a auséncia de desregulagéo do processo fotossintético em folhas de
café sujeitas a exposicéo prolongada ao CO, elevado (DaMatta et al., 2016, Rodrigues et al.,
2016). Esta tendéncia contrasta com a reducao do potencial maximo da carboxilacdo e das
taxas de transporte de eletrdes pela reducdo da alocacdo de N para a RuBisCO,

regeneracdo da RuBP e das proteinas associadas ao transporte de eletrdes, como tem sido
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descrito para muitas outras espécies (Leakey et al., 2009, Bader et al., 2010). Esta baixa
capacidade de aclimatagéo, estd normalmente associado a reducéo da forga de dreno (sink)
levando a um desequilibrio entre a sintese de fotoassimilados e a sua utilizagéo (Long et al.,
2004, Ainsworth e Rogers, 2007, Tausz-Posch et al., 2020). No caso do café, o ajustamento
no metabolismo dos hidratos de carbono através uma particular capacidade de acumulacdo
de amido, mostrou permitir as plantas evitar uma aclimatagéo fotossintética, evitando a
transformacdo e/ou acumulacdo de aclcares sollveis, especialmente em condi¢cdes da
reduzida necessidade dos drenos (DaMatta et al., 2016, Avila et al., 2020c).

No seu conjunto, os diferentes parametros da fluorescéncia, que refletem a eficiéncia
fotoquimica do PSIl, bem como os mecanismos fotoprotetores, permaneceram ha sua
maioria sem alteragbes com o eCO,, a semelhanca do observado na videira (Moutinho-
Pereira et al., 2009). Estes resultados estdo de acordo com a manutencdo da quantidade de
grande parte das proteinas envolvidas na maquinaria fotossintética (Tabela 2.3). Entre os
parametros de fluorescéncia, verificou-se uma excec¢do relacionada com o0 aumento
significativo de F,. Este facto, associado a uma reducéo de F,/F, (que ndo se verificou),
poderia ser visto como a indicagdo de danos irreversiveis de fotoinibicdo dos centros de
reacdo do PSIlI (Pastenes e Horton, 1999), como reportado em folhas de cafeeiro
submetidas a irradiacdo (Ramalho et al., 2000) ou calor (Dubberstein et al., 2020)
excessivos. Contudo, no presente trabalho é improvavel a ocorréncia de danos por
fotoinibicdo. Ao contrario, 0 aumento F, podera estar associado a alteracdes na matriz
lipidica das membranas do cloroplasto, associado ao aumento da sua fluidez (Tovuu et al.,
2013), como verificado em CL153 (ver Cap. 3) e/ou marcadas alteracdes nas classes dos
galactolipidos e fosfolipidos (como em lIcatu), observadas em plantas de café sob eCO,
(Scotti-Campos et al., 2019).

2.4.3 Podera o eCO, Atenuar os Impactos da Seca a Nivel Fotossintético em

Café?

O eCO; retardou a diminui¢éo do W,,, de forma particular nas plantas Icatu na modalidade
MWD, a semelhanca do observado recentemente em café (Avila et al., 2020a, 2020b). Estes
resultados confirmam o ndo agravamento do stresse de WW para MWD em condi¢bes de
eCO, (segundo os dados de CWSI e Ig) (Fig. 2.2).

Nos gendtipos de cafeeiros testados a resposta da abertura estomatica foi de alguma
forma influenciada pelo eCO, estando em concordancia com resultados observados noutras
especies que referem que esta, se torna menos sensivel a desidratacdo do solo (Li et al.,

2020). No regime MWD as plantas sob eCO, apresentaram niveis mais elevados de ABA,
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guando comparados com os obtidos em aCO, de forma particular nas plantas de Icatu, com
o valor maximo ja neste regime hidrico. Contudo, estes teores elevados de ABA nao tiveram
um impacto correspondente nos valores de gs, ja que as plantas em eCO, tendem em ter
valores de gs superiores as suas congéneres com aCO,, ndo diferindo significativamente
entre WW e MWD para nenhum dos gendtipos. Estes resultados vém ao encontro de
respostas semelhantes observadas noutros trabalhos, em que se verificou um retardar do
fecho estomético como resposta a seca em plantas de café sob eCO, (Avila et al., 2020b),
bem como em plantas de tomate (Liu et al., 2019). Além disso, o eCO, podera ter sido
responsavel pelas alteracdes verificadas na capacidade do controlo estomatico regulado por
via do ABA quando as plantas em seca moderada. De facto, o0 eCO, tem sido apontado
como responsavel por alterar a estreita relacdo entre a diminuicdo de gs e 0 aumento dos
teores de ABA xilémico, que geralmente se verifica com aCO,. Neste caso, a resposta
estomatica pode tornar-se independente/insensivel ao ABA (Liu et al., 2019), sendo o seu
controlo regulado predominantemente pela pressao de turgescéncia (Yan et al., 2017).

Existem ainda muitas incertezas sobre o real impacto positivo do eCO, nas plantas
sujeitas a défices hidricos, estando este em grande medida associado as respostas
diferenciadas de cada espécie (Tausz-Posch et al., 2020). Alguns estudos, demonstraram
impactos relativamente modestos no desempenho das plantas pelo aumento do CO, e que
estes tém tendéncia a desvanecer-se com o agravamento das condi¢cdes de calor e/ou seca
(Birami et al., 2020). Em contrapartida, outros trabalhos demonstraram que o eCO, pode
atenuar significativamente o impacto negativo provocado pela seca no desempenho
fotossintético, no desenvolvimento e no rendimento das culturas (Vanaja et al.,, 2011,
Koutavas, 2013, Wang et al.,, 2018), como foi o caso, em plantas de café (Avila et al.,
2020a).

De facto, no presente trabalho, verificou-se em ambos os genotipos, um evidente
atenuar do impacto de uma seca moderada (MWD) no desempenho fotossintético, estando
em linha com uma consistente tendéncia para valores mais elevados dos parametros
relacionados com a utilizagéo fotoquimica de energia do PSII (F,/Fy', Yay, ) bem como a
maior atividade dos PSs. Esta eficiente utilizacdo da energia fotoquimica é em dltima
instancia o melhor mecanismo fotoprotetor (Rodrigues et al., 2016), resultando numa menor
necessidade dos processos de dissipagao (Yneq) € uma redugdo nas taxas de inativagao do
PSII (Fs/Fy) (Tabela 2.1). Os resultados obtidos estdo em concordancia com o ja observado
em plantas de soja sujeitas a um défice hidrico severo, onde se verificou que o eCO,
promoveu o aumento dos valores de P,, Y, e do quenching fotoquimico (ge) evidenciando

uma excelente tolerdncia desta cultura a seca associado a um maior funcionamento
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fotossintético (Wang et al., 2018).

O impacto da seca severa foi evidente, refletindo-se nos valores de W,,, CWSI, I e
ABA, assim como nos impactos maximos na grande maioria dos parametros avaliados em
estado de equilibrio (e.g., Pn, 9s, FV'/Fr’, Yay, du Yoveq): Amax € RUBISCO, embora com uma
tendéncia para menor impacto nas plantas em eCO, de ambos 0s genétipos para a maior
parte dos parametros. A eCO, promoveu um importante alivio do impacto de SWD na
maquinaria fotoquimica de CL153, particularmente no F,/F., na actividade dos PSs e nos
teores de transportadores de eletrBes, ao passo que PQ-9 mostrou o seu valor maximo, o
que provavelmente promoveu o CEF-PSII, reduzindo a presséo da excitagdo sobre o PSII
(Miyake e Okamura, 2003). Este melhor desempenho dos PSs esta também em
concordancia com a tendéncia verificada para o aumento da quantidade das proteinas
relacionadas com o LHCIl em condi¢Bes de eCO,, 0 que sugere uma maior capacidade de
reparacao de estruturas (Murata et al., 2007). Contudo, o impacto a nivel bioquimico podera
ter determinado os diferentes graus de resiliéncia destes genoétipos ja que, ao contrario de
Icatu, em CL153 observou-se uma diminuicdo da atividade da RuBisCO em SWD,
independentemente da [CO,].

Em Icatu o funcionamento potencial do aparelho fotossintético (considerando as
componentes fotoquimica e bioquimica) foi escassamente afetado pela SWD em aCO,, pelo
que a exposicdo a eCO, ndo se traduziu de forma evidente num melhor desempenho
fotossintético. Ainda assim, verificou-se a manutencao da abundéncia da maioria das
proteinas sob eCO, em condi¢cées de SWD, mantendo-se assim a capacidade de sintese de
novo (e reparacdo) das estruturas fotossintéticas (Murata et al., 2007). Adicionalmente,
aumentou a presenca de Cit bsgz (em conjunto com a proteina PGR5) envolvido no CEF-PSI,
reforcando a capacidade de sintese de ATP, que é a forgca motriz para 0s processos de
reparacdo do PSII, que apresentam um elevado custo energético (Murata e Nishiyama,
2018). Por fim, as plantas de Icatu sujeitas a SWD mantiveram maior abundancia da
pequena subunidade da RuBisCO e da RuBisCO ativase, assim bem como pequenos
impactos na atividade da RuBisCO (e Ru5PK) quando comparadas com o regime de
conforto hidrico (WW) e independentemente da [CO,]. Em conjunto, os resultados descritos
anteriormente, mostram que o eCO, manteve a elevada resiliéncia intrinseca de Icatu a seca

severa e melhorou o desempenho de CL153 nessas em condicdes.

2.5 CONCLUSOES

Globalmente, a restricdo hidrica foi o principal factor ambiental responsavel pelas diferentes

respostas do café em termos do funcionamento do aparelho fotossintético. Em aCO,, a
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severidade da seca, avaliada pelo W,,, CWSI e Ig, afetou progressivamente as taxas de
fotossintese liquida, cuja reducdo se deveu mais por limitacdes ao nivel do mesofilo e
foto/bioquimico do que estomaéticas. Em condicdes de seca, as plantas de Icatu nao
mostraram impactos negativos no funcionamento potencial fotossintético (e.g., Amax, Fuv/Fm,
PSs, atividade RuBisCO), bem como nos seus componentes (transportadores de eletrées),
apresentando também uma maior abundancia de proteinas relacionadas com o
funcionamento fotossintético e com o refor¢co ou manutencéo de alguns dos mecanismos de
protecao, independentemente da [CO,]. No conjunto, tal suportou a elevada resiliéncia em
condigbes de défice hidrico, contrastando com o verificado nas plantas de CL153 em
condi¢bes de SWD sob aCO..

No regime WW, o eCO, ndo causou “aclimatacdo” do aparelho fotossintético, e os
aumentos significativos de P, em ambos o0s genétipos resultaram fundamentalmente no
decrescimo das restricdes a difusdo gasosa, da diminuicdo da fotorrespiracdo e do reforgo
global de componentes fotoquimicos (atividade dos PSs, transportadores de eletrdes) e
bioguimicos (RuBisCO, Ru5PK).

Em combinag&o com a seca, o eCO, atenuou o impacto da imposi¢cdo de MWD sobre
a maquinaria fotossintética. Por exemplo, nas plantas de Icatu o0 eCO, adiou a imposi¢éo da
seca, mantendo o seu estado hidrico (W,,, CWSI, Ig) de WW para MWD. Em ambos os
gendtipos, o eCO, melhorou o funcionamento fotossintético, em conjunto com uma menor
dissipagdo de energia e fotoinibicdo do PSIl. O eCO, podera também ter alterado a
regulacdo do fecho estomatico, jA que a menores reducbes de gs no regime MWD se
mostraram dissociados dos maiores teores de ABA (por comparagdo a aCoO,).
Adicionalmente, os impactos marcantes provocados pelo regime SWD na maior parte dos
parametros relacionados com a utilizacdo de energia (através do uso fotoquimico ou de
dissipacao térmica) foram atenuados pelo eCO,, ou mesmo revertidos nalguns casos (e.qg.
F,'/Fy' nas plantas de Icatu). Quando comparado com aCO,, nas plantas de CL153 o eCO,
anulou o impacto de SWD na eficiéncia fotoquimica do PSII, na atividade dos PSs, na
cadeia de transporte de eletrdes e na abundancia de algumas proteinas relacionadas com o
LHCII. Ainda assim, a atividade da RuBisCO foi 0 componente fotossintético mais sensivel &
seca neste genotipo, independentemente da [CO,], devendo este facto constituir uma
atencdo especial para os programas de melhoramento, de forma a tornar esta cultura mais
sustentavel no futuro.

Globalmente podemos afirmar que o eCO, atenuou o impacto do regime MWD em
ambos o0s gendtipos, mantendo uma elevada resiliéncia intrinseca de Icatu e aumentado a

de CL153 em condicbes de SWD. Em resumo, este trabalho permitiu identificar

56



CAPITULO 2 — RESILIENCIA INTRINSECA NAO ESTOMATICA

respostas/impactos dependentes de cada gendtipo associados com o aparelho fotossintético
quando exposto a seca e/ou ao eCO, providenciando resultados relevantes no contexto da

sustentabilidade da cultura do café em futuros cenarios climaticos.
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3. PAPEL DOS MECANISMOS DE PROTECAO E DINAMICA DA
MATRIZ LIPIDICA DAS MEMBRANAS DO CLOROPLASTO NA
RESPOSTA AO DEFICE HIDRICO E A SUA INTERACAO COM O
AUMENTO DA [CO,] ATMOSFERICA

RESUMO

A seca € um dos fatores abidticos mais criticos para as culturas, afectando fortemente a
assimilacdo de carbono, o crescimento e a produtividade. Num contexto de alteracdes
climéticas, é importante estudar e compreender a interacdo entre 0 aumento esperado da
[CO,] atmosférica e a escassez de agua, no sentido de garantir a sustentabilidade da
producado de café. Neste ambito, pretendeu-se avaliar os mecanismos de resposta a seca e
a intercdo desta com a [CO,] elevada em gendtipos das duas principais espécies produtoras
Coffea spp., focando os mecanismos fotoprotectores, antioxidativos e a capacidade de
remodelacdo das membranas do cloroplasto. Para tal foram utilizadas plantas envasadas
com sete anos de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e
Coffea arabica L. cv. Icatu, desenvolvidas sem limitagdo hidrica (WW), sob [CO,] de 380
(aC0,) ou 700 pL L' (eCO,). Estas plantas foram entdo gradualmente expostas a défice
hidrico moderado (MWD) e severo (SWD), atingindo potenciais hidricos de pré alvorada
entre -1,6 e -2,1 MPa (MWD), e inferiores a -3,5 MPa (SWD). As avalia¢gfes incluiram o
impactos ao nivel do funcionamento dos fotossistemas (fotoinibi¢do do PSIl), a presenca de
um conjunto de moléculas protetoras (xantofilas, carotenos, HSP70), e antioxidantes
(enzimas superéxido dismutase, Cu,Zn-SOD, ascorbato peroxidase, APX, glutationa
redutase, GR, ascorbato), bem como o impacto na seletividade membranar (1%), e as
alteracdes na composicao lipidica das membranas do cloroplasto (em acidos gordos, AGS),
e seu grau de insaturacao (DBI). Em MWD, independentemente do gendtipo e da [CO,] ndo
ocorreu aumento nos indices de fotoinibicdo do PSIlI e no dano membranar, mas em SWD
em aCO, foram evidentes impactos negativos em CL153 mas n&o em Icatu. Esta maior
resiliéncia de Icatu em SWD resultara de um maior reforco dos mecanismos de fotoprotecdo
e controlo antioxidativo (aumento de teores de zeaxantina, luteina e ascorbato, e das
actividades de Cu,Zn-SOD e APX), de HSP70, assim como de maior sintese de novo de
AGs para as membranas do cloroplasto. Adicionalmente, o eCO,, atenuou o impacto da
SWD em CL153 (e.g., reducdo da fotoinibicdo cronica e 1%), mas ambos o0s genotipos
mostram tendéncias para um reforco adicional (nem sempre significativo) de diversos

elementos de protecdo (e.g., pool do ciclo das xantofilas, luteina, Cu,Zn-SOD, APX,
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ascorbato), e de HSP70 apenas em Icatu, e reducdo do DBI (significativo em CL153),
sempre em comparacdo com plantas de aCO, em SWD. Em conjunto, os dados obtidos
mostram que a maior resiliéncia de Icatu em SWD sera suportada por uma maior resposta
de protecéo. Por outro lado, eCO, aumentou a tolerancia de CL153 em condi¢bes de SWD,
ligado ao reforco do controlo de moléculas reactivas e alteragbes na matriz lipidica das
membranas dos cloroplastos (que ocorre igualmente em Icatu). Assim, um aumento da
[CO,] atmosférica contribuird para mitigar os impactos do défice hidrico num cenério de

alterac@es climaticas, onde € expectavel uma menor disponibilidade de agua.

Palavras-chave: aclimatacdo, cafeeiro, CO, elevado, lipidos, membranas celulares, seca,

stresse oxidativo.

3.1 INTRODUCAO

O equilibrio hidrico, a preservacdo da integridade membranar celular e do funcionamento
metabdlico em geral, sdo fundamentais para a manutencdo da normal atividade da planta. A
sintese e acumulacdo de osmolitos (entre 0s quais 0s agucares nao-estruturais), proteinas
osmoprotectoras e de diferentes moléculas com papel antioxidante, encontram-se entre 0s
processos comuns a aclimatacdo das plantas a stresses ambientais (El-Bashiti et al., 2005,
Abdul Jaleel et al., 2007, Verslues et al., 2006, Ramalho et al., 2014, Martins et al., 2016,
Dumond e Rivoal, 2019).

Um défice hidrico moderado a severo, ainda que de curta duracdo, pode inibir de
forma relevante diversos componentes do metabolismo fotossintético, com consequéncias
mais ou menos gravosas no crescimento e desenvolvimento vegetal. Uma das primeiras
respostas ao défice hidrico esta frequentemente relacionada com o fecho dos estomas, de
forma de controlar a perda de agua por transpiracdo, mas com niveis mais severos 0s
impactos ndo-estomaticos (e.g., ao nivel foto e bioquimico) terdo uma importancia crescente
(Chaves et al., 2003, Matos et al., 2010, Ramalho et al., 2014, Scotti-Campos et al., 2013,
Semedo et al., 2021). Adicionalmente, a severidade do stresse aumenta se o défice hidrico
ocorrer em simultineo com outras condi¢des limitantes, nomeadamente temperatura
elevada e alta irradiancia, favorecendo a fotoinibicdo da fotossintese (Powles, 1984) e
limitando os processos celulares de forma mais abrangente e intensa.

CondicBes ambientais desfavoraveis que limitem o uso fotoquimico de energia,
nomeadamente através do fecho estomatico (como na resposta ao défice hidrico), reduz o

acesso de CO, aos locais de carboxilagdo, promovem a producdo de moléculas altamente

reativas de Chl e O, (nomeadamente as ROS, radical superdxido (O,"), radical hidroxilo
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(OH?®), perdxido de hidrogénio (H,0,), e oxigénio “singlet” (*O,)), exacerbando as condi¢des
de stresse oxidativo celular, e causando danos nas estruturas celulares, nomeadamente nos
cloroplastos, ao nivel das proteinas que constituem o PSIl e dos lipidos das membranas
(Apel e Hirt, 2004, Mgller et al., 2007, Ramalho et al., 2013, Barbosa et al., 2014, Scotti-
Campos et al., 2016, Yamamoto, 2016, Awasthi et al., 2017, Raja et al., 2017, Ramalho et
al., 2018a, Dumanovic, et al. 2021), bem como uma fotoinibi¢do cronica que pode diminuir
significativamente a produtividade das plantas (Chaves et al., 2008).

De entre os principais mecanismos de protecao contra a producdo de ROS encontram-
se 0s pigmentos fotoprotetores (por exemplo, de zeaxantina, luteina, carotenos) que
funcionam como mecanismos de dissipacdo do excesso de energia ao nivel dos complexos
antena e centros de reagdo dos fotossistemas (Demming-Adams et al., 1996, Ramalho et
al., 2000, Martins et al., 2016, Ramalho et al., 2018a, Giossi et al. 2020, Dumanovi¢, et al.
2021). A estes juntam-se frequentemente 0s mecanismos que removem as ROS,
nomeadamente um conjunto de enzimas antioxidantes, entre as quais Cu,Zn-superéxido
dismutase (Cu,Zn-SOD,), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e catalase
(CAT) (Choudhury et al., 2017, Noctor et al. 2018, Dumanovi¢, et al. 2021). Atuando de
forma complementar, diversas moléculas ndo-enzimaticas podem também estar envolvidas,
nomeadamente o ascorbato (ASC), glutatido reduzido (GSH), e ainda outras moléculas
protetoras, como agucares da familia da rafinose (RFOs) ou a proteina de choque térmico
de 70 kDa (HSP70) que é usual em condicdes de calor, mas que também se revela
importante em situagcbes de seca, ajudando na reorganizacdo e na preservacdo das
proteinas, contribuindo para o equilibrio intercelular (Mittler 2002, Choudhury et al., 2017,
Anaraki et al., 2018, Cassia et al. 2018).

As ROS causam frequentemente degradacdo membranar através da lipoperoxidacdo
de acidos gordos poli-insaturados (PUFASs) (Higashi et al., 2015, Niu e Xiang, 2018, Scotti-
Campos et al., 2019), os quais podem ainda ser degradados pela acdo de fosfoslipases e
galactolipases, que séo igualmente estimuladas em condigbes de stresse (Sahsah et al.,
1998), causando no seu conjunto impactos a nivel estrutural e metabdlico que, em situagdes
extremas, poderdo levar & morte celular (Menezes-Silva et al., 2017, Yang et al., 2018,
Scotti-Campos, et al., 2019). Contudo, embora particularmente sensiveis aos stresses
ambientais, as membranas apresentam também uma dindmica de alteracbes na sua
composi¢do (e.g., da matriz lipidica) de forma a manter a fluidez, integridade e funcao,
enquanto parte integrante e fundamental da resposta de aclimatacdo as condicdes
ambientais envolventes (Ruelland et al., 2015, Niu e Xiang, 2018, Liu et al., 2019),

constituindo um importante indicador da tolerdncia a stresses (Bukhov et al., 1999,
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Yamamoto, 2016, Liu et al., 2019). A matriz lipidica das membranas cloroplastidiais é
constituida maioritariamente por lipidos polares (fosfolipidos e galactolipidos), sendo que as
fungbes associadas a essas membranas dependem em grande parte da sua fluidez, que é
assegurada em larga medida pela preponderéancia de acidos gordos insaturados, ja que as
duplas ligacdes cis nas suas cadeias induzem a formacdo de curvaturas que aumentam a
flexibilidade dessas mesmas cadeias (Xin e Browse, 2000). Assim, a remodelacéo lipidica
das membranas do cloroplasto através de sintese de novo ou modificacdo dos &acidos
gordos pré-existentes, desempenha um papel crucial na aclimatacao das plantas (incluindo
o cafeeiro) aos stresses abidticos como o frio (Wang et al., 2006, Partelli et al., 2011, Tovuu
et al., 2013, Scotti-Campos et al., 2014), calor (Iba, 2006, Higashi et al., 2015, Scotti-
Campos et al., 2019), salinidade (Scotti-Campos et al., 2016) e seca (Torres-Franklin et al.,
2009, Scotti-Campos et al., 2015, Zhang et al., 2018 Liu et al., 2019).

S&do ainda poucos os estudos dedicados ao contributo potencial que o aumento da
[CO,] atmosférica pode ter para atenuar os efeitos negativos da seca nas plantas (Zinta et
al., 2014, Abo Gamar et al., 2019), nomeadamente em cafeeiro (Avila et al., 2020a,b,
Semedo et al., 2021), e ainda ha grandes lacunas na compreensao da razao pela qual se
observa um efeito positivo. De facto, o aumento da [CO,] atmosférica tem um impacto direto
nos processos fotossintéticos e respiratorios (Ainsworth e Rogers, 2007, Kirschbaum, 2011,
DaMatta et al., 2019), observando-se frequentemente acréscimos préximos ou superiores a
50% na taxa de fotossintese liquida, nomeadamente em espécies lenhosas (Ainsworth e
Rogers, 2007), incluindo o cafeeiro (Ramalho et al., 2013, Ghini et al., 2015, Rodrigues et
al., 2016, Avila et al.,, 2020a, Semedo et al., 2021). Contudo, as alteracdes climaticas
poderdo comprometer os efeitos benéficos do aumento da [CO,] na fotossintese, no
crescimento e na producdo de biomassa vegetal, o que dependera das espécies e da
presenca de outros stresses, da sua severidade e duracdo (Abo Gamar et al., 2019, Birami
et al., 2020, Tausz-Posch et al., 2020). Por outro lado, para além do melhor desempenho
fotossintético, tem sido reportado que niveis elevados de [CO,] poderdo ter um papel
positivo na resposta aos stresses ambientais, atenuando os impactos através do refor¢o de
diferentes mecanismos de protecao (Leakey et al., 2012, Martins et al., 2016, Dumanovic, et
al., 2021). Estara também dependente da capacidade das plantas de cada espécie/gendtipo
desencadearem respostas que lhes permitam tolerar tais stresses, a que acresce ao facto
do aumento de [CO,] diminuir a probabilidade de producdo e persisténcia de moléculas
altamente reativas de Chl e O, quer pela reducéo da taxa de fotorespiracéo, quer por maior
uso de energia em processos fotoquimicos (Rodrigues et al., 2016).

Neste contexto, este trabalho pretende aprofundar o conhecimento relativo aos
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componentes dos mecanismos de aclimatacdo a seca, nomeadamente os antioxidativos e
as modificagbes ao nivel dos lipidos cloroplastidiais, assim como contribuir para aumentar o
conhecimento relativamente ao papel do aumento da [CO,] atmosférica na preservagdo do
funcionamento da maquinaria fotossintética em condigBes de défice hidrico, em dois

gendtipos cultivados das duas principais espécies produtoras de Coffea spp.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Material Vegetal e Condi¢fes de Crescimento

Utilizaram-se plantas de dois genétipos de Coffea spp., das duas principais espécies
produtoras, Coffea canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea
arabica L. cv. Icatu Vermelho. O desenho experimental, incluindo as condi¢cdes de
crescimento, foi implementado como descrito no Capitulo 2.

3.2.2 Imposicao dos Regimes Hidricos e Avaliagao do Nivel de Défice

As condi¢cdes hidricas estudadas foram as de conforto hidrico (WW, “well watered”), seca
moderada (MWD, “moderate water deficit”) e seca severa (SWD, “severe water deficit”),
tendo sido impostas de acordo com o descrito no Capitulo 2.

As determinagdes do potencial hidrico foliar W, foram realizadas segundo o método
de Scholander et al. (1965).

3.2.3 Estado da Fotoinibicédo PSII

Os indices de fotoinibicdo do PSII foram calculados segundo Werner et al. (2002), incluindo:
1) a fotoinibicdo crénica (Plch), representando a percentagem de reducao de F,/F,, em cada
tratamento em relacdo ao F,/F, maximo obtido durante todo o ensaio; 2) a fotoinibicao
dindmica (Plpyn), representando o declinio em F,/F, que é totalmente reversivel durante a
noite, sendo medido como a reducdo de percentagem no meio-dia F,/F.‘', em relacdo a
F./F, para cada tratamento, em relacdo ao maximo F,/F, de todo o ensaio; e 3) a
fotoinibicdo total (Plrow = Plcne + Plpyn). F/Fm € FJIFy," representam, respetivamente, a
eficiéncia fotoquimica maxima do PSII e a eficiéncia fotoquimica do PSIl em condicbes de
iluminacdo. Tanto F./F, e F,/F," foram obtidos em folhas perfeitamente adaptadas a
escuriddo ou em condi¢cdes de equilibrio dindmico da fotossintese, respetivamente

(Rodrigues et al. 2016), conforme descrito no Capitulo 2.
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3.2.4 Determinacdo dos Pigmentos Fotossintéticos

Para avaliacio do teor de clorofilas e de carotenoides usaram-se amostras congeladas de 3
discos foliares (0,5 cm®cada), maceradas 1,5 mL de acetona a 90% (v/v). ApOs
centrifugacdo (10000 g, 10 min, 4°C) e filtragem (filtro de nylon 13 mm, 0,45 um), retirou-se
uma aliquota que foi diluida para acetona a 80%, sendo as clorofilas determinadas
espectrofotometricamente utilizando os coeficientes de Lichtenthaler (1987).

A restante parte da amostra filtrada foi analisada por HPLC, em coluna C18 de fase
reversa, Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 mm, 5 um) com colunas guarda do mesmo material,
seguindo os procedimentos descritos em Ramalho et al. (1997). A detecéo foi realizada a
440 nm, num sistema de HPLC (Beckman, System Gold, Tulsa, EUA) acoplado a um detetor
de diodos (Modelo 168; Beckman). Para identificacdo e quantificacdo usaram-se padrdes
individuais de cada pigmento. O estado de desepoxidagdo (DEPS) envolvendo os
componentes do ciclo das xantofilas, violaxantina (Viol), anteraxantina (Ant) e zeaxantina
(Zea), foi calculado segundo Schindler et al. (1994) (DEPS = [(Zeat+0.5
Ant)/(Viol+Ant+Zea)]).

3.2.5 Atividade Madxima de Enzimas Antioxidantes do Cloroplasto
3.2.5.1 Cu,Zn- Superoxido Dismutase

Foram utilizadas ca. 4 g de peso fresco de material foliar para o isolamento dos cloroplastos
e determinacéo da Cu,Zn-SOD (EC 1.15.1.11). Apés maceragdo em 20 mL de tampé&o de
extracdo (20 mM Tricina-KOH (pH 8,0), contendo 0.4 M de Sacarose, 10 mM NaCl e 30 mM
Ascorbato de sdédio), o homogenato resultante foi filtardo com gaze (8 camadas) e
centrifugado (3000 g, 5 min, 4 °C). O depdsito contendo os cloroplastos foi ressuspendido
em 10 mL de uma solucdo tampédo 0,1 mM Tris-HCL (pH 8,0) contendo 0,1 mM de EDTA e
0,3 % (v/v) de Triton X-100, e centrifugado (15000 g, 15 min, 4 °C) sendo recolhido o
sobrenadante. A atividade maxima da Cu,Zn-SOD nos cloroplastos foi determinada por
espectrofotometria (550 nm, 25 °C) de acordo com McCord e Fridovich (1969) e otimizado
para Coffea spp. (Ramalho et al., 1998). A 50 pyL de extrato foi adicionado a 2,9 mL de
tampédo de reacdo contendo 10 uM ferricitocromo ¢ e 10 pyL de xatina oxidase, de forma a
produzir uma taxa de reducéo do ferricitocromo ¢ para ca. 0,0225 unidades de absorvancia
por minuto a 550 nm. Uma unidade de Cu,Zn-SOD ¢é definida como a quantidade de enzima

necessaria para causar uma inibicdo de 50% na taxa de reducédo do citocromo c.
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3.2.5.2 Ascorbato Peroxidase

A atividade enzimatica da APX (EC 1.11.1.11) do cloroplasto foi determinada em extratos de
cloroplastos (ca. 3 g de peso fresco foliar), como descrito por Nakano e Asada (1981) e
adaptado para Coffea spp (Ramalho et al., 1998). O material vegetal foi homogeneizado em
25 mL de uma solucao tampédo 50 mM HEPES-NaOH (pH 7,6) contendo 0,4 mM de sorbitol,
1 mM EDTA, 2,5 mM de mercaptoetanol e 0,4 % (p/v) de BSA. Apds Apds filtracdo com
gaze (8 camadas) a suspensao foi centrifugada (3000 g, 5 min, 4 °C) sendo o sobrenadante
descartado e o0 depdsito com os cloroplastos ressuspendido em 5 mL de uma solugéo
tampédo de 25 mM HEPES-NaOH (pH 7,6). A atividade da enzima foi determinada a 25 °C
pela adicdo de 20 pL da amostra a 2,95 mL do tampé&o de ressuspenséo e 10 yL de 0,5 M
de ascorbato de sédio. A atividade enzimatica foi determinada espectrofotometricamente
pela curva de consumo do perdxido de hidrogénio obtida a 290 nm durante 120 s, usando

um coeficiente de absortividade de 2,8 mM cm™.

3.2.5.3 Glutationa Redutase

A enzima glutationa redutase (EC 1.6.4.2) foi determinada segundo Ramalho et al. (1998).
Para obtencdo dos cloroplastos usou-se uma amostra de ca. 3-4 g de peso fresco de
material vegetal foliar (Foster e Hess, 1980), que foi homogeneizado em 25 mL de uma
solucdo tampéo 0,1 M Tris-HCI (pH 6,9), contendo 0,4 mM sacarose, 10 mM ascorbato de
sodio e 2% (p/v) PVPP insolavel). Apoés filtragdo com gaze (8 camadas) e centrifugagéo
(12000 g, 10 min, 4 °C)., o deposito obtido foi ressuspendido em 4 mL de uma solugéo 0,15
M HEPES (pH 8,0) com 1 mL de EDTA e 0,2 % (v/v) de Triton X-100 seguindo-se nova
centrifugacéo (8000 g, 10 min, 4 °C) e sendo recolhido o sobrenadante (Foyer et al., 1994).
A atividade da enzima GR foi avaliada segundo Schaedle e Bassham (1977), utilizando 2,5
mL de uma solugéo de tampéo de reacdo de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo 3 mM de
MgCl,, 0,5 mM de GSSG e 0,15 mM de NADPH. Acompanhou-se a reacédo ap0s a adi¢édo de
25 L de extrato, monitorizando espectrofotometricamente a oxidacdo de NADPH a 340 nm
durante 120 s. Foram utilizadas soluges padrdo de NADPH entre 20 e 400 mg mL™ para

estabelecer a curva de calibragéo.
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3.2.6 Avaliagao de Moléculas Protetoras ndo Enzimaticas
3.2.6.1 Quantificacdo do Ascorbato

Para a quantificacdo do ascorbato usou-se o método para HPLC descrito por Fortunato et al.
(2010). Macerou-se ca. 100 mg de peso fresco em 2 mL de uma solucéo de 3% (p/v) acido
meta-fosforico e a 8% (v/v) acido acético glacial. As amostras foram sucessivamente
agitadas (15 min), sujeitas a ultrassons (5 min) e centrifugadas (10000 g, 5 min, 4 °C), sendo
o sobrenadante obtido filtrado (PVDF, 0,45 um). A quantificacdo foi feita pela técnica de
HPLC de fase reversa, utilizando uma coluna C18, Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 mm, 5 um),
com colunas guarda do mesmo material e detecdo a 254 nm, usando um detetor UV-Vis
(mod. 440, Waters Millipore Associates, EUA). A eluicdo das injecbes de 20 L foi realizada
com H,O a pH 2,2 (conseguida por adicdo de H,SO,) durante 15 min, com um fluxo de 0,4
mL min™. Uma curva padrdo foi utilizada para a quantificacdo, da concentracdo de acido
ascorbico.

3.2.6.2 Quantificacdo da Proteina de Choque Térmico 70 kDa

Para a quantificagcdo da proteina de choque térmico de 70 KDa (HSP70) foi utilizado um
teste imunoenzimatico (ELISA) em microplacas (Costar, Corning, NY, EUA) como descrito
por Martins et al. (2016). De forma breve, ca. 100 mg de peso fresco foram homogeneizados
em 1mL de tampao 200 mM Tris-HCI (pH 8,0), contendo 20 mM B-mercaptoetanol, 2 mM
ditiotreitol (DTT), 2% triton X-100, 4% (v/v) “Complete-protease inhibitor cocktail” com EDTA,
10% polyvinylpolypyrrolidone, e 10% glycerol). O homogenato foi seguidamente centrifugado
(10000 g, 20 min, 4 °C) e o sobrenadante foi recolhido. A quantificagdo de HSP70 foi obtida
por comparagdo com a absorvancia de um padrdo de referéncia da HSP70 purificada,
usando-se um leitor de microplacas a uma absorvancia de 405 nm. O teor de proteinas
sollveis totais dos extratos enziméticos seguiu 0 método de Bradford (1976), utilizando

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3.2.7 Permeabilidade Membranar e indice de Dano

O indice de dano membranar foi quantificado segundo o método descrito para o cafeeiro por
Scotti-Campos et al. (2019). Cada amostra de dez discos foliares (0,5 cm? cada) foi lavada

trés vezes com agua desionizada. Os discos foram entdo colocados a flutuar em frascos
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com 10 mL de &gua desionizada, tapados e mantidos a uma temperatura de 20 °C. A
condutividade ionica de cada frasco foi lida apds estabilizagdo (ca. 24 h), com um
condutivimetro Crison GPL31 (Crison Instruments, S.A., Espanha). Os frascos foram ent&o
colocados a 90 °C durante 2 h, para total permeabilizacdo das membranas, deixando-se
arrefecer até aos 20 °C antes de ler a condutividade total. A percentagem de dano

membranar em cada amostra foi expressa como a percentagem da condutividade total.

3.2.8 Quantificacado dos Lipidos Membranares do Cloroplasto

A quantificagcéo dos lipidos membranares da fracéo cloroplastial foi efectuada como descrito
para folhas de cafeeiro (Partelli et al., 2011, Scotti-Campos et al., 2019). Macerou-se ca. 4 ¢
peso fresco de material vegetal foliar em 20 mL de tampao 50 mM MES, (pH 6,4), contendo
0,4 M D-sorbitol, 10 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 1 mM MnCl,, 0,4% (p/v) BSA e 2
mM ascorbato. O homogenato foi entéo filtrado com gaze (8 camadas) e centrifugado (5000
g, 5 min, 4 °C). Os lipidos totais foram extraidos do depdsito obtido utilizando 9 mL de uma
mistura de cloroférmio/metanol/agua (1:1:1, v/v/v) de acordo com Allen et al. (1966). Apos
centrifugacéo (4500 g, 10 min, 4 °C), recolheu-se a fase inferior que contém a totalidade dos
lipidos. Estas amostras foram secas por evaporacdo com fluxo de azoto e novamente
ressuspendidas em 0,5 mL de solucdo de etanol/tolueno (1:4, v/v). Posteriormente, aliquotas
de 50 pL do estrato foram saponificadas adicionando-se 4 mL de 0,5 M NaOH em metanol a
65 °C durante 15 min. Antes da metilacdo, foram adicionados 50 uL por amostra de acido
heptadecandico (C17:0) como padrdo interno, para as determinacfes quantitativas de
acidos gordos totais (AGT). A metilacdo consistiu na adicdo de 2 mL de metanol-BF3,
(trifluoreto de boro em metanol) com aquecimento a 65 °C num periodo de 15 min segundo
o método de Metcalfe et al. (1966). Ainda nas mesmas condi¢Bes, adicionou-se 10 mL de
pentano e 2 mL de agua destilada, seguindo-se uma agitacdo rapida. Apés um periodo de
decantacéo (60 min), recolheu-se a fase superior que foi seca com fluxo de azoto em banho-
maria (40 °C). As amostras foram ressuspendidas em 300 pL de etanol:tolueno (1:4, v/v) e
analisadas por cromatografia gas-liquido (CP3380, Varian, CA, EUA), como descrito em
Scotti-Campos et al. (2019). Os AG individuais foram identificados por comparacdo com

padrbes de cada AG.

3.2.9 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando uma ANOVA de dois fatores, como

descrito no Capitulo 2.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Estado de Fotoinibi¢cdo do PSII

Os valores dos indices de fotoinibic&o cronica (Plcyr), dindmica (Plpyy,) € total (Plrow) do PSII
nao se alteraram significativamente em MWD em CL153 e aCO,. J4 em SWD observaram-
se aumentos significativos de 172%, 91%, e 107%, respetivamente (Fig. 3.1).Por seu lado,
nas plantas de Icatu em aCO, nao se verificou qualquer alteracdo na Plc,, em MWD, nem
mesmo SWD, mas observaram-se aumentos significativos de Plpy, (108%) € Plyow (81%) em

MWD, cujos valores que se mantiveram quase inalterados em SWD.
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Figura 3.1. Variagdo dos parametros da fluorescéncia relacionados com o calculo do estado de fotoinibicéo, Plcy, (fotoinibigao
crénica) (A), Plpy, (fotoinibicdo dinamica) (B) e Pl (fotoinibigdo total) (C), em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153
(CL153) e Coffea arabica cv. Icatu, cultivadas sob 380 pL L™ de CO;, (barra a branco) ou 700 pL L™ de CO; (barra a preto) e
submetidas a trés niveis hidricos: conforto hidrico (WW), seca moderada (MWD) e seca severa (SWD). Para cada parametro o
valor médio + SE (n = 5-6) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes hidricos na
mesma [CO;] (a,b,c) ou entre as duas [CO,] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

80



CAPITULO 3 — PAPEL DOS MECANISMOS DE PROTECAO

Em geral, a presenca de eCO, nao teve impacto nestes indices nas plantas WW (com
excepcdo a Plc,, em Icatu), mas claramente atenuou o impacto da seca nas plantas de
CL153. Tal reflectiu-se em redugGes de 44% (Plpy,) € 37% (Plrow) €m MWD (embora néao
significativas) e, especialmente, de 49% no Plc,, em SWD, sempre comparando com o
respectivo valor observado em aCO,. Também em Icatu, o eCO, levou a uma tendéncia
sistematica de decréscimo de Plpy, e Plroa (émbora néo significativos) em MWD e SWD,
embora sem impacto no Plc,, que ndo havia sido afectado pela seca severa em aCO,.

3.3.2 Pigmentos Fotossintéticos

Com a imposicdo de seca (em aCO,) o teor total de clorofila (a+b) diminuiu
significativamente nas plantas de CL153 (36%, MWD; 25%, SWD), ndo sendo afectado em
Icatu (Tabela 3.1). Por outro lado, 0 eCO, ndo afectou o nivel de pigmentos nas plantas WW
de ambos os gendtipos, mas revertou o impacto de SWD nas plantas de CL153.

Os racios Chl a/b e Chl (atb)/carotendides totais ndo mostraram alteracdes
significativas entre regimes hidricos, bem como entre as duas concentragbes de CO, em
CL153, mas o valor de Chl a/b apresentou uma tendéncia de decréscimo progressivo com o
aumento da severidade da seca nas plantas de Icatu, significativa apenas em aCO..

O teor de carotenoides totais (Total Car) mostrou algumas alteragbes com a
disponibilidade hidrica e genétipo, mas nao entre [CO,] (Tabela 3.1). Em ambos os
gendtipos ndo se registaram alteragBes significativas em MWD, independentemente da
[CO,]. Ja em SWD as plantas de CL153 ndo mostraram aumento dos valores de Total Car
em cada [CO;], mas as plantas em eCO, apresentaram valores superiores as de aCO,. Por
seu lado, as plantas de Icatu submetidas a SWD mostraram aumentos significativos em
aCO; (29%) e especialmente em eCO, (60%), quando comparados com 0s respetivos
valores em WW, embora sem diferencas entre os tratamentos de CO, em cada nivel hidrico.

Uma andlise mais detalhada dos carotendides, permitiu identificar alteracdes na
concentracdo individual de xantofilas e carotenos dependentes dos tratamentos e genoétipos
(Tabela 3.1). Os teores de neoxantina ndo variaram significativamente em CL153 face ao
défice hidrico dentro de cada tratamento de CO,, mas em SWD as plantas de eCO,
apresentaram um valor 42% superior as de aCO,. J& em Icatu este pigmento aumentou
significativamente em SWD e ambas as [CO,] (face &s respectivas plantas WW), mas com
um maior aumento em eCO,, reflectido num valor 23% superior ao das plantas em aCO,, e
sendo o maior valor absoluto deste pigmento em todo o ensaio.

Os pigmentos do ciclo das xantofilas (violaxantina, Viol; anteraxantina, Ant;

zeaxantina, Zea) mostraram também variacBes entre diversos tratamentos. Globalmente,
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com a seca, observaram-se decréscimos de Viol (pigmento de captacdo) e aumentos de
Zea (pigmento de dissipacdo) e no pool destas xantofilas (Viol+Ant+Zea), principalmente em
Icatu para o pool. As alteracdes foram claras em ambos o0s gendtipos submetidos a SWD e
em ambos os tratamentos de [CO,], com as plantas MWD a apresentarem normalmente
valores intermédios entre as plantas WW e SWD. As plantas CL153 em SWD mostraram um
aumento de Zea para 5,0 (aCO,) e 3,6 (eCO,) vezes relativamente as plantas WW. Em Icatu
as plantas SWD atingiram valores 8,4 (aCO,) e 7,0 (eCO,) vezes superiores as plantas WW,
nao diferindo entre tratamentos de [CO,] em ambos os gendtipos. Tal, levou a um aumento
gradual do valor de DEPS, sendo significativo em SWD para ambos os genoétipos e [CO,].

Apesar de um comportamento aparentemente semelhante nos dois genoétipos, o
aumento de Zea em CL153 foi quase exclusivamente suportando pelo pool de pigmentos
(Viol+Ant+Zea) pré-existente em WW, pois o valor desse pool ndo aumentou
significativamente em condi¢des de seca em aCO,, embora tenha sido reforcado em eCO,
(ca. 33%) face as plantas WW. Ja as plantas de Icatu mostraram forte sintese de novo do
pool destes pigmentos, refletida em aumentos graduais que atingiram acréscimos maximos
de 53% (aCO,) e 100% (eCO,) em SWD, embora sem diferencas entre [CO,] em qualquer
dos niveis de disponibilidade hidrica.

O carotenoide mais representativo, a xantofila luteina, mostrou igualmente
comportamento distinto entre genétipos. Em CL153, apesar de uma tendéncia para
decréscimo em MWD (especialmente em aCO,), ndo se observaram diferencas
significativas entre as plantas WW e SWD em qualquer das condigbes de [CO,]. Em
contraste, Icatu manteve os valores em MWD e apresentou aumentos significativos de 30%
(aC0y) e 52% (eCO,), em SWD, embora sem diferencas entre tratamentos de [CO,] em
qualquer dos niveis de disponibilidade hidrica.

Relativamente aos carotenos, destacaram-se os valores relativamente estaveis de a-

caroteno em CL153 independentemente dos tratamentos hidricos e [CO,], enquanto em
Icatu houve um aumento significativo em SWD, sem diferengas significativas entre [CO,] nos
dois gendtipos. Por seu lado, o teor de B-caroteno normalmente decresceu com a seca, de
forma significativa nas plantas SWD relativamente as WW, em ambos os genotipos e [CO,).
Contudo, como resultado das variagbes distintas de a- e p-caroteno, observam-se
tendéncias para o decréscimo do valor de (a+8) caroteno em CL153 (e manutencao de um
maior valor nas plantas de eCO,), e de manutencdo dos valores em Icatu (com excecao em
MWD eCO,). Em ambos os genétipos o racio (a/B) caroteno aumentou em condi¢bes de
seca severa em comparacdo com WW e MWD, de forma similar nos dois gendtipos e

independentemente da [CO].
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Tabela 3.1. Variacdo dos teores dos pigmentos fotossintéticos: clorofila total (a+b), razdo clorofila a/b e a razéo clorofila total (a+b) / carotenoides totais (medidos

espectrofotometricamente), assim como xantofilas e carotenos (medidos por HPLC) em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu,

desenvolvidas em condi¢des de CO, ambiente (380 pL L aCO;) ou CO; elevado (700 pL L eCO,) e submetidas a WW, MWD ou SWD. Para cada parametro o valor

médio + SE (n = 5) seguido por letras distintas representam diferencgas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO3] (a,b,c) ou entre as duas [CO2] no

mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genotipo.

Genétipo CL153 Icatu
[CO,] (uL LY 380 700 380 700
Regime Hidrico ww MWD SWD ww MWD SWD ww MWD SWD ww MWD SWD

Chl(a+b) (mg g*PS) 10,230,42 aA 6,58+0,93 bA 7,63+0,57 bA 10,51+0,86 aA 8,22+0,33 aA 10,59+1,27 aA | 9,85+0,43 aA 10,28+0,56 aA  11,20+0,63 aA | 10,51+0,68 aA 7,37+0,51 bA 12,27+0,58 aA

Chl (a/b) (gg™h) 3,19+0,06 aA 3,38+0,09 aA 3,22+0,10 aA 3,29+0,06 aA 3,21+0,09 aA 3,13+0,04 aA 3,14+0,08 aA 2,99+0,05 abA 2,82+0,05 bA 3,08+0,06 aA 2,97+0,06 aA 2,87+0,05 aA

Chl (a +b )/Total Car CER) 480:0,10aA  4,99:0,11 aA 470:0,14aA | 4,88#0,11aA  4,96:0,12aA  492:022aA | 4,79:008aA  4,38:007aA  4,7820,11aA | 475:007aA  455:0,13aA  4,76:0,11 aA
Neoxantina (mg g'1 PS) 0,243+0,010 aA  0,146+0,020 bA  0,179+0,015 abB | 0,243+0,018 aA 0,191+0,011 aA  0,255+0,029 aA | 0,214+0,007 bA 0,184+0,025 bA 0,283+0,017 aB | 0,218+0,010 bA 0,183+0,016 bA  0,348+0,012 aA
Violaxantina (mg g*PS) |0,243:0,021 aA 0,139+0,030 abA 0,114+0,024 bA | 0,231:0,028 aA  0,162:0,015aA 0,1660,040 aA | 0,278£0,011 aA 0,105+0,020 bA 0,1370,016 bA | 0,248+0,014 aA 0,193+0,010 aA 0,195+0,023 aA
Zeaxantina (mg g'1 PS) 0,047+0,006 bA  0,079+0,014 bA  0,235+0,047 aA | 0,083+0,016 bA 0,125+0,036 bA  0,299+0,056 aA | 0,048+0,006 cA 0,216+0,045 bA 0,403+0,034 aA | 0,044+0,008 bA 0,123+0,059 bA  0,309+0,044 aA
Viol+Ant+Zea (mg g?PS) |0,347+0,011aA 0,257+0,024 bA  0,394+0,038 aA | 0,347+0,022 bA 0,345:0,041 bA 0,463£0,025 aA | 0,360£0,013 bA 0,397+0,039 bA 0,552+0,033 aA | 0,308+0,010 bA 0,378+0,074 bA 0,616+0,029 aA
DEPS* 0,246+0,042 bA 0,424+0,074 abA  0,665+0,068 aA | 0,252+0,031 bA  0,304+0,041 bA 0,612+0,084 aA | 0,181+0,018 bA 0,619+0,058 aA 0,735+0,029 aA | 0,183+0,029 bA 0,288+0,090 bB  0,575+0,050 aB
Luteina (mg g*PS) |0,785:0,033aA 0,481:0,063bA 0,631£0,045 abA | 0,746+0,043 aA 0,619+0,019 aA 0,773£0,068 aA | 0,713£0,025 bA 0,626+0,033 bA 0,928+0,055 aA | 0,681+0,029 bA 0,634+0,061 bA 1,033+0,042 aA
a—Caroteno (mg g'1 PS) 0,178+0,012 aA  0,176+0,020 aA  0,157+0,013 aA | 0,205+0,035 aA 0,132+0,009 aA  0,214+0,030 aA | 0,131+0,015 bA 0,092+0,007 bA  0,198+0,019 aA | 0,117+0,011 bA 0,077+0,003 bA  0,200+0,023 aA
p-Caroteno (mg g*PS) 0,190+0,016 aA 0,114+0,003 abA 0,098+0,004 bA | 0,224+0,021 aA 0,153+0,008 bA  0,134+0,009 bA | 0,206+0,009 bA 0,272+0,031 aA  0,144+0,005 cA | 0,200+0,009 aA 0,142+0,009 bB  0,168+0,008 bA
(at+B) Caroteno (mg g'1 PS) 0,368+0,024 aA  0,290+0,018 aA  0,254+0,017 aA | 0,429+0,052 aA 0,284+0,012 bA  0,348+0,038 aA | 0,338+0,032 aA 0,365+0,027 aA 0,342+0,021 aA | 0,317+0,017 aA 0,219+0,012 bB  0,368+0,023 aA

(a/B) Caroteno (9g? 1,15+0,12 bA 1,19+0,12 abA 1,58+0,09 aA | 0,894+0,095bA 0,891+0,081 bA  1,53+0,12 aA | 0,627+0,060 bA 0,391+0,069 bA  1,36+0,13 aA | 0,590+0,069 bA 0,554+0,032 bA  1,23+0,14 aA

Total Car (mg g*PS) 1,69+0,04 aA 1,40+0,06 aA 1,54+0,09 aB 1,64+0,09 abA 1,44+0,06 bA 1,89+0,15 aA 1,63+0,04 bA 1,57+0,06 bA 2,10+0,11 aA 1,48+0,04 bA 1,41+0,14 bA 2,37+0,09 aA
(Viol+Ant+Zea)/Total Car (mg g*PS) 0,199+0,005 bA 0,240+0,010 abA 0,275+0,018 aA | 0,212+0,006 bA 0,235+0,021 abA 0,281+0,020 aA | 0,221+0,005 bA 0,250+0,018 abA 0,264+0,010 aA | 0,209+0,003 bA 0,254+0,025 abA 0,261+0,009 aA

* DEPS (estado desepoxidagdo) (= [Zea + (0,5 Ant) / (Viol + Ant +Zea)], onde Viol (violaxantina), Ant (anteraxantina) e Zea (zeaxantina).
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3.3.3 Enzimas Antioxidativas do Cloroplasto

As enzimas antioxidativas do cloroplasto, superdxido dismutase (Cu,Zn-SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) mostraram padrdes distintos de atividade face
as diferentes condi¢des e nos gendtipos em estudo.

A atividade da Cu,Zn-SOD aumentou como resposta a imposicdo do défice hidrico nos
dois gendtipos em aCO,, significativamente apenas em Icatu onde se registaram acréscimos
de 252% em MWD e de 267% em SWD, ambos em relacdo a WW (Fig. 3.2A). O aumento
da [CO,] néo teve implicacdes na atividade da Cu,Zn-SOD nas plantas WW de ambos os
genotipos. Contudo, a sobreposi¢cdo de condigcbes de seca e eCO, levaram a atividades
tendencialmente superiores nas plantas de CL153 (MWD e SWD) e Icatu (SWD), embora de
forma significativa apenas em Icatu (que apresentou igualmente os valores absolutos mais
elevados em SWD).

A APX sofreu um aumento moderado e gradual com a imposi¢cdo do défice hidrico em
aCO,, tornando-se significativo no regime SWD em ambos os genétipos (43% em CL153 e
31% em Icatu) (Fig. 3.2B). O aumento da [CO,] promoveu aumentos da atividade de APX
nas plantas em conforto hidrico (WW), significativo em CL153 (83%). Em eCO, verificou-se
aumentos da APX nos dois genétipos e em ambos os niveis de seca, sendo particularmente
evidentes no regime MWD com acréscimos maximos de 83% (CL153) e 61% (lcatu) por
comparacgdo com as respetivas plantas aCO;, no mesmo nivel de disponibilidade hidrica.

Ja a atividade da GR nas plantas submetidas apenas a défice hidrico, decresceu
significativamente em MWD e SWD, respetivamente, 63% e 56% em CL153 e 14% e 24%
em lcatu, por comparacdo com as suas plantas WW em aCO, (Fig. 3.2C). O aumento de
[CO,] reduziu a atividade desta enzima nas plantas WW (35% em CL153; 34% em Icatu).
Contudo, as plantas em eCO, mantiveram niveis estaveis de atividade independentemente
do nivel de disponibilidade hidrica. Tal como para as duas enzimas anteriores, o Icatu

apresenta consistentemente maiores valores absolutos de atividade de GR em seca.
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Cu,Zn-SOD (Unid. g1 PS)

APX (mmol Asc min‘t g1 PS)

GR (umol NADPH min g1 PS)

Figura 3.2. Variagdo na atividade maxima das enzimas antioxidantes, Cu,Zn- superdxido dismutase (Cu,Zn-SOD) (A),
ascorbato peroxidase (APX) (B), glutationa redutase (GR) (C) em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea
arabica cv. Icatu, cultivadas sob 380 L L™ de CO, (barra a branco) ou 700 pL L™ de CO, (barra a preto) e submetidas a trés
niveis hidricos: conforto hidrico (WW), seca moderada (MWD) e seca severa (SWD). Para cada parametro o valor médio + SE
(n = 5-6) é seguido por letras distintas que representam diferengas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO;]

(a,b,c) ou entre as duas [CO,] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

3.3.4 Moléculas Protetoras Ndo Enziméaticas

Embora com flutuagdes, o teor de ascorbato (Asc) ndo sofreu alteragBes significativas em
ambos o0s genoétipos com a seca em aCO,, nem com o aumento da [CO,] nas plantas WW
(Fig. 3.3A). Contudo, com sobreposi¢cdo eCO, e SWD os teores de Asc foram reforcados
nas plantas CL153 (152%), e Icatu (79%), relativamente as suas plantas em aCO..

O teor da proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70) ndo mostrou variacdes

significativas com a seca e/ou aumento de [CO,] nas plantas CL153 (Fig. 3.3B). Pelo
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contrério, em Icatu, a seca estimulou o aumento significativo em MWD (128%) que se
manteve em SWD. Adicionalmente, apesar de eCO, néo alterar os valores de HSP70 nas
plantas WW, a presenca de eCO, ampliou a sintese da proteina em MWD (54%) e SWD
(43%), relativamente as respetivas plantas aCO,. Estes valores refletem aumentos de 202%
(MWD) e 127% (SWD) relativamente as plantas WW em eCO,.
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§ 0,5 1 aA bA aA aB aA
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Figura 3.3. Variacédo nos teores de ascorbato(A) e HSP70 (B) em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea
arabica cv. Icatu, cultivadas sob 380 pL L™ de CO, (barra a branco) ou 700 pL L™ de CO, (barra a preto) e submetidas a trés
niveis hidricos: conforto hidrico (WW), seca moderada (MWD) e seca severa (SWD). Para cada parametro o valor médio + SE
(n = 5-6) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO;]

(a,b,c) ou entre as duas [CO,] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

3.3.5 Impactos na Integridade Membranar

A avaliacdo de potenciais danos na integridade das membranas celulares através da perda
de eletrélitos revelou auséncia de alteracbes do indice de dano (1%) em ambos genoétipos
nas plantas MWD, independentemente do nivel de [CO,], (Fig.3.4). Contudo, o aumento da
severidade do défice hidrico (SWD) aumentou significativamente a perda de eletrélitos em
aCO; nas plantas de CL153 (132%) e Icatu (107%).

O aumento da [CO,] néo alterou a selectividade membranar nas plantas WW nos dois

genotipos, mas reduziu significativamente (42%) o 1% nas plantas CL153 em SWD.
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Figura 3.4. Variacéo no indice de dano membranar (I1%) em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica
cv. Icatu, cultivadas sob 380 pL L™ de CO, (barra a branco) ou 700 L L™ de CO; (barra a preto) e submetidas a trés niveis
hidricos: conforto hidrico (WW), seca moderada (MWD) e seca severa (SWD). Para cada parametro o valor médio + SE (n = 4-
6) é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO;] (a,b,c) ou
entre as duas [CO_] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada genétipo.

3.3.6 Anédlise da Matriz Lipidica das Membranas do Cloroplasto

Em aCO, a seca severa ndo teve impacto nos teores de acidos gordos totais (AGT)
nas plantas CL153, mas em Icatu promoveu um aumento quantitativo significativo de 68%
reflectindo forte sintese de novo de acidos gordos (Fig. 3.5A). Adicionalmente, em ambos os
gendtipos o indice de insaturacdo (DBI) registou aumentos significativos de 44% e 106% em
CL153 e Icatu, respectivamente (Fig. 3.5B), apontando para alteracbes qualitativas relativas
aos acidos gordos das membranas dos cloroplastos.

Por si s6, o aumento de [CO,] ndo alterou os valores de AGT e DBI nas plantas WW
de ambos os gendtipos. J& em SWD o eCO; ndo promoveu alteragdes quantitativas uma
vez que o valor de AGT néo foi alterado em comparacdo a aCO,. Contudo o eCO,
promoveu moderadas alteragSes qualitativas, reflectidas na diminuicdo do DBI de 21% em
CL153 e 8% em Icatu, significativo apenas para o primeiro, embora ambos 0s gendtipos
registem valores similares de AGT e DBI em condi¢bes de eCO, e SWD.

Uma analise mais detalhada do peso relativo dos acidos gordos individuais das
membranas cloroplastidiais, permitiu observar uma maior abundancia relativa do &c.
linolénico (C18:3), seguido do &c. palmitico (C16:0), em ambos os gendtipos e qualquer das
condicdes estudadas, embora a representatividade do C18:3 seja algo superior em CL153

(Tabela 3.2). Contudo, diversas altera¢des foram observadas nos diferentes tratamentos.
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Figura 3.5. Variagdo no teor dos acidos gordos totais (AGT) (A) e do grau de insaturagdo (DBI) (B), dos lipidos membranares
do cloroplasto em folhas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu, cultivadas sob 380 pL
L™ de CO, (barra a branco) ou 700 pL L™ de CO; (barra a preto) e submetidas a dois niveis hidricos: conforto hidrico (WW) e
seca severa (SWD). Para cada parametro o valor médio + SE (n = 3 é seguido por letras distintas que representam diferencas
significativas entre os regimes hidricos na mesma [CO,] (a,b) ou entre as duas [CO,] no mesmo regime hidrico (A,B),

distintamente para cada genétipo.

A imposi¢cdo de SWD levou principalmente ao aumento da propor¢cdo de C18:3 e
reducbes de C.16:0, C18:0 e C18:2 em CL153, enquanto em Icatu se destacam o forte
aumento de C18:3 e a reducédo de C16:0 e C18:2, que levaram ao aumento do DBI. Dos
restantes AGs destaca-se o C16:1c+t, o qual mostrou em Icatu uma tendéncia de aumento
(30%) associado a imposicdo de seca em aCO..

Apesar da manutencéo de DBI nas plantas WW de ambos 0s genétipos, o0 aumento da
[CO,] promoveu algumas variac@es significativas de AGs em CL153 (decréscimo de C18:3 e
C18:0; aumento de C18:2 e de ac. oleico, C18:1), e um aumento de 83% de ac.
hexadecendico (C16:1c+t) em Icatu (cujo valor aumentado se manteve em SWD).

A presenca de eCO, nas plantas CL153 submetidas a SWD levou a um decréscimo de
C18:3 (significativo) e tendéncias de aumento de C16:0 e C16:1 c+t, por comparagédo a
aCO,, em linha com a observada reducdo de DBI nestas plantas. Nas plantas de Icatu em
SWD néo se observou um impacto evidente de eCO, face a aCO,, uma vez que nado se

registaram diferencas significativas entre os niveis de [CO,] para qualquer dos AGs.

88



CAPITULO 3 — PAPEL DOS MECANISMOS DE PROTECAO

Tabela 3.2. Variagdo das proporgdes (mole %) dos &cidos, palmitico (C16:0), hexadecendico (C16:1 c+t),
estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), e linolénico (C18:3) de lipidos dos cloroplastos de folhas de
Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu, cultivadas sob 380 pL L™ de CO; ou
700 pL L™ de CO, e submetidas a conforto hidrico (WW) e seca severa (SWD). Para cada parametro o valor
médio + SE (n = 3 é seguido por letras distintas que representam diferencas significativas entre os regimes

hidricos na mesma [CO_] (a,b) ou entre as duas [CO2] no mesmo regime hidrico (A,B), distintamente para cada

genotipo.
Variag&o das porpogdes CL153 catu
dos Acidos Gordos 380 700 380 700
(mol %9 Ww SWD ww SWD ww SWD ww SWD
C16:0 224+12aA 181+14aA|26,0+0,1aA 223+1,1aA|339+1,2aA 21,8+0,9bA|30,1+1,3aA 20,9+0,3bA
Cl16:1 c+t 33+05aA 28+0,1aA | 21+02aA 32+02aA|24+03aB 31+00aA|44+04aA 44+03aA
C18:0 76+03aA 53+01bA |62 +02aB 52 +00bA|83+1,0aA 52+01aA |78 +t06aA 7,5+0,7aA
cis:1 18+00bB 22:0laA|23+00aA 22+02aA|24+02aA 21+00aA|22+02aA 21:01aA
c18:2 114+02aB 84%13aA [150+04aA 9,0+04bA [149+09aA 9,1:0,1bA |138+08aA 100+0,1bA
c18:3 534+14bA 632+042aA|484+07bB 581+1,0aB|382+31bA 587+08aA[41,8+00bA 551+1,2aA

3.4 DiscussAo
3.4.1 Impacto do Défice Hidrico e do eCO;, no Funcionamento do PSII

A maioria dos trabalhos na area das alteragBes climaticas e 0 seu impacto nas culturas
tropicais tendem a considerar os efeitos dos fatores ambientais isoladamente, sendo
escassos 0s que tém em conta o efeito simultaneo de diferentes limitacdes ambientais (Zinta
et al., 2014, 2018, Semedo et al., 2018, Ramalho et al., 2018b, Abo Gamar et al., 2019,
Dubberstein et al. 2020). Adicionalmente, o aumento da [CO,] atmosférica podera alterar a
capacidade de resposta das plantas, nhomeadamente do processo de assimilagdo do
carbono, mitigando ou anulando os impactos negativos das temperaturas elevadas (Martins
et al., 2014, 2016, Rodrigues et al., 2016) e da seca em café (DaMatta et al., 2019, Avila et
al., 2020a,b) ou noutras espécies, como Arabidopsis (Abo Gamar et al., 2019). De facto, em
adicdo a resiliéncia intrinseca ao calor (Dubberstein et al. 2020) e ao défice hidrico (Semedo
et al., 2021), as plantas de CL153 e Icatu mostraram maior tolerancia ao calor (Rodrigues et
al., 2016) e a SWD (Semedo et al., 2021) quando em eCO,. Em concordancia, observou-se
uma significativa reducdo de Pl nas plantas em CL153 em SWD quando desenvolvidas
em eCO, para niveis semelhantes as plantas WW (Fig. 4.1), enquanto Icatu mostra
auséncia de alteracdo deste parametro mesmo em aCO,, em linha com a maior resiliéncia
da sua maquinaria fotossintética e preservacéo da atividade do PSIl em niveis extremos de

seca independentemente da [CO,] (Semedo et al., 2021).

89



CAPITULO 3 — PAPEL DOS MECANISMOS DE PROTECAO

O aumento da Plc, deve-se fundamentalmente ao desequilibrio entre os danos
provocados pelo excesso de energia luminosa no PSIl e a recuperacéo desse dano (Murata
et al., 2007, Nishiyama e Murata, 2014), quando os diferentes mecanismos de fotoprotecéo
(dissipacéo de energia) e controlo de ROS séo insuficientes (Martins et al., 2016, Ramalho
et al., 2018a). Desta forma, menor nivel de fotoinibicdo do PSII nas plantas CL153-SWD em
eCO; estd em linha com o menor impacto na eficiéncia fotoquimica méaxima (F./Fn) e a luz
(FV/IFy) do PSII (Semedo et al., 2021). Contudo, merece destaque que nem mesmo em
SWD e ambas as [CO,] ocorreu um aumento da desregulacéo dos processos de dissipacao
de energia associados a danos fotoinibitorios (Yno)), €m linha com a quase auséncia de
alteracGes ao nivel do teor de clorofilas (e seu racio), contrariamente ao frequentemente
reportado em plantas de outras espécies em défice hidrico (Ghassemi et al., 2019, Buezo et
al., 2019).

Adicionalmente, o aumento gradual da Plpy, (€ Plww) cOm 0 aumento de severidade
da seca nos dois gendtipos, reflecte o aumento dos processos regulados de dissipagéo de
energia (Ynrq), €mbora tendencialmente menores em eCO, em Icatu face a manutengao da
capacidade de uso de fotoquimico energia (Y,) (Semedo et al., 2021). De facto, o Plpy, esta
associado a atuacdo de mecanismos de fotoprotecdo, nomeadamente de pigmentos
responsaveis pela dissipacado térmica de energia através do ciclo das xantofilas (Demmig-
Adams et al., 1996, Giossi et al., 2020, Dumanovi¢, et al., 2021).

3.4.2 Dinamica dos Pigmentos Fotossintéticos

O aumento do teor de pigmentos fotoprotetores, com destaque para a zeaxantina e
luteina € um importante componente da resposta do cafeeiro a stresses ambientais
(Ramalho et al., 2000, 2003, Partelli et al., 2009, Batista-Santos et al., 2011). Neste
contexto, as plantas de CL153 mostraram uma resposta mais limitada a seca, desde logo
devido a auséncia global de aumento dos carotenoides totais (Tabela 3.1). De facto, e
apesar do valor de Zea (e DEPS) aumentar em SWD em ambas as [CO,], tal foi conseguido
principalmente pela transformacdo do pool pré-existente de pigmentos do ciclo das
xantofilas (Viol+Ant+Zea), que aumentou apenas em SWD com eCO,. Por outro lado, Icatu
apresentou aumentos significativos de carotendides totais em SWD e ambas [CO,], quando
0 uso de energia por processos fotoquimicos e a fotossintese liquida estavam ja fortemente
reduzidos (Semedo et al., 2021). Tal esta em linha com a resposta de aclimatacéo a outros
stresses, nomeadamente de baixa e alta temperatura (Batista-Santos et al., 2011, Martins et
al., 2016), em que que C. arabica mostrou uma resposta mais evidente relacionada com o

reforco de pigmentos de fotoprotecdo do que C. canephora. Este aumento nas plantas SWD

90



CAPITULO 3 — PAPEL DOS MECANISMOS DE PROTECAO

resultou em Icatu no reforgo significativo de neoxantina (maior em eCO,), luteina, a-caroteno
e Zea (também em MWD e aCO,). De forma notavel, a sintese de Zea (e o aumento de
DEPS) contou ndo s6 com a conversao a partir de Viol pré-existente, mas também com uma
significativa sintese de novo do pool de pigmentos do ciclo das xantofilas, com particular
relevo em eCO, onde o valor que duplicou nas plantas em SWD. Esta resposta refletird uma
maior capacidade de fotoprotecdo, em linha com o forte aumento dos mecanismos de
fotoprotegao refletidos no aumento de Ypg) € Na auséncia de processos desrregulados de
dissipagéao, ja que Yno) (Semedo et al., 2021) ou Plcy, (Fig. 3.1) ndo aumentaram em Icatu.

De facto, face a redugé@o do uso fotoquimico de energia, promovido pelo forte fecho
estomatico, adequados niveis destes pigmentos nos LHCs e centros de reagdo impedem a
producdo de ROS e promovem a sua remogao, e estabilizam essas estruturas (Havaux e
Niyogi, 1999). O aumento do gradiente transtilacoidal de H* terda desencadeado a sintese,
nomeadamente, de Zea, que aliado ao aumento da proteina PsbS em Icatu (Semedo et al.,
2021), promovem o aumento da dissipagéo térmica de energia (Logan, 2005, Niyogi et al.,
2005, Ruban, 2016). A Zea desexcita 0 'O, e reduz a formacdo de moléculas altamente
reactivas de Chl (*Chl* e *Chl*), protegendo os complexos antena (LHCs) e os componentes
da fase lipidica das membranas tilacoidais contra a foto-oxidacdo (Havaux e Niyogi, 1999,
Adams et al., 2002, Lichtenthaler e Babani, 2004, Dall'Osto et al., 2012).

Tal como observado em Icatu em condi¢des de frio (Batista-Santos et al., 2011), os
teores de luteina e neoxantina também aumentaram em SWD, principalmente em eCO..
Este facto, tera contribuido para preservar as antenas uma vez que estes pigmentos sao
componentes integrais das LHC periféricas, sendo determinantes para a sua montagem em
estruturas triméricas, estabilidade e eficiéncia (Havaux e Niyogi, 1999, Kalituho et al., 2007,
Matsubara et al., 2008). Adicionalmente em condi¢cbes de SWD,a luteina complementara a
funcdo da Zea através de um ciclo paralelo ao das xantofilas (Matsubara et al., 2008),
promovendo a remoc¢do do excesso de energia nos LHC, nomeadamente através da
desexcitacéo de *Chl* e 'O, que s&o iniciadores de lipoperoxidacéo, reduzindo assim o dano
foto-oxidativo (Adams et al., 2002, Kalituho et al., 2007). Este aumento de luteina nas
plantas Icatu em SWD (ambos as [CO,]) esta ainda em linha com o0 aumento de a-caroteno
que é seu precursor, para além do seu papel como antioxidante (Niu et al., 2020).

Por outro lado, o valor total de carotenos (a+8) ndo diminuiu significativamente em
SWD em resultado da manutencédo (CL153) ou do significativo reforgo (Icatu) de a-caroteno,
ja que o B-caroteno sofreu fortes reducdes com a seca. O B-caroteno remove *Chl* e 'O,,
protegendo os fotossistemas (De Las Rivas et al., 1993, Faraloni e Torzillo, 2017),

reforcando e estabilidade e fotoprotecdo dos PSs do cafeeiro submetido a baixa temperatura
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(Ramalho et al., 2003) e irradiancia excessiva (Ramalho et al., 2000). Assim, o0 seu
decréscimo em ambos os genoétipos, SWD e [CO,] poderia indicar problemas ao nivel da
atividade dos fotossistemas. Contudo, associado a reducdes significativas dos
transportadores tilacoidais de eletrdes (Cit bssg, Cit f e Cit bsgs), tal impacto foi observado
apenas nas plantas SWD de CL153 em aCO, (Semedo et al.,, 2021), que registaram o
menor valor absoluto de B-caroteno entre todos os tratamentos. Tal sugere que com a
reducdo em cerca de 50% de (-caroteno nestas plantas, foi ultrapassado um limiar minimo
que nao foi compensado com outros mecanismos de protecdo, mesmo considerando que o

aumento de Zea € suportado a partir de B-caroteno (Niu et al., 2020).

3.4.3 Outros Componentes Protetores

A protecao das estruturas fotossintéticas de formas excitadas de Chl e O,, é frequentemente

complementada por um conjunto de componentes de natureza enzimatica e ndo enzimatica
com capacidade de remoc¢do de ROS (O,", H,0,, OH®, '0,) (Asada, 2006, Bhattacharjee,
2010, Martins et al., 2016, Farooq et al., 2019, Li et al., 2020). Em linha com resultados

reportados em Coffea sp. (Ramalho et al.,, 2018a), Icatu mostrou maior aumento da

actividade Cu,Zn-SOD a seca desde MWD, enquanto que eCO, ampliou a resposta em
SWD (Fig. 3.2A), reforcando a capacidade de remocao de O,* quando o uso fotoquimico de

energia estava drasticamente reduzido (Semedo et al., 2021) o que aumenta a probabilidade
de fluxo de eletrdes para o oxigénio molecular e formacéo de O,* (Silva et al., 2010).
Contudo, o H,0O, gerado pela actuagéo da Cu,Zn-SOD deve ser prontamente removido
pois, para além de ter capacidade oxidativa, pode gerar OH®, via reacdo espontanea de
Haber-Weiss (ou diretamente da *Chl*), que por sua vez pode causar lipoperoxidacao,
inativagdo dos PSs e do transporte tilacoidal de electrdes, e ainda a degradacdo de
pigmentos, proteinas (e.g., D1) e DNA (Asada, 1994, Cobbett e Goldsbrough, 2002, Foyer,
2002, Logan, 2005). A remocéao de H,O, (com producédo de H,O) pode ser efetuada pela
catalase e pela APX, a ultima em conjunto com 0 ascorbato, que é posteriormente
regenerado no ciclo do ascorbato-glutationa, envolvendo nomeadamente GSH (regenerado
pela GR) e Zea (Logan, 2005, Smirnoff, 2005). De facto, a seca promoveu 0 aumento da
atividade da APX em ambos os genotipos (Fig. 3.2B), tal como anteriormente reportado no
cafeeiro (Ramalho et al., 2018a), que assim actuou em conjunto com a fotoprotecéo
promovida por pigmentos como a Zea e a Luteina para minorar os impactos observados ao
nivel dos PSs (Semedo et al., 2021). Adicionalmente, a eCO, promoveu um acentuado

reforco na atividade da APX em seca em ambos 0s gendtipos, acompanhado da tendéncia
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de aumento de Asc (Fig. 3.3A), o que terd ajudado a aumentar a atividade da APX, ja que é
0 substrato dessa enzima. Por outro lado, esse aumento de Asc ter4 ajudado a sustentar a
producdo de Zea, pois é usado pela violaxantina desepoxidase (VDE) para formar Zea a
partir de Viol (Logan, 2005, Smirnoff, 2005). Em sentido contrario, destacou-se o decréscimo
de atividade de GR em qualquer dos niveis de seca ou em eCO, (nas plantas WW) nos dois
genotipos, embora se tenha mostrado insensivel a seca em condi¢des de eCO, (Fig. 3.2C).
Adicionalmente, ndo se deve descartar o contributo de outras moleculas de protecdo, como
aguaporinas (Avila et al., 2020b) ou antioxidantes como o acido 5-O-caffeoil quinico (5-CQA)
(Catarino et al., 2021), cujo aumento pode ser promovido pelo eCO, em folhas de cafeeiros
em seca severa. De facto, o 5-CQA remove eficientemente radicais livres (e.g., O,"),
actuando particularmente contra a lipoperoxidagdo (Mondolot et al., 2006) e protegendo a
magquinaria fotossintética contra a fotoinibicdo induzida stresses ambientais como o frio
(Grace et al.,1998), incluindo em Icatu (Fortunato et al., 2010).

Nos mecanismos de resposta aos stresses ambientais incluem-se também as HSPs
(Wang et al., 2004), nomeadamente, a limitagbes térmicas e hidricas (Tang et al., 2016,
Martins et al., 2016, Kumar et al., 2018). A HSP70 previne a desnaturagédo e agregacao de
proteinas, preservando a estrutura funcional das mesmas, podendo ainda facilitar a
translocacdo e degradacao de proteinas instaveis (Wang et al., 2004, Fragkostefanakis et
al., 2015). Embora o pool de HSP70 possa aumentar com eCO, em C. canephora (CL153)
(Martins et al., 2016), tal ndo sucedeu aqui em qualquer dos gendétipos, tal como observado
em plantas de arroz (Bokhari et al., 2007). Contudo, a resposta & seca e a interacdo desta
com eCO, mostrou-se dependente do gendtipo, pois enquanto em CL153 o contelido de
HSP70 nao se altera, em Icatu observou-se uma clara resposta a seca (MWD e SWD), e a
sua ampliacdo na interacdo com eCO, (Fig. 3.3B). Este resultado é concordante com a
maior capacidade de resposta em Icatu do que em CL153 no que respeita ao pool de
HSP70 observada para temperaturas supra-6timas (até 42 °C) e eCO, (a 37 °C) (Martins et
al., 2016), e a sua resiliéncia intrinseca ao calor (Rodrigues et al., 2016, Dubberstein et al.,
2020) frequentemente reforcada em eCO, (Martins et al. 2016, Semedo et al., 2021).

Assim, no seu conjunto, os resultados relativos de mecanismos de protecdo senso lato
sdo concordantes com a maior capacidade de resposta em Icatu do que em CL153 (em
aCO,), mas também do papel que o eCO, tem no refor¢co de alguns desses mecanismos,
contribuindo para a auséncia de impactos significativos ao nivel dos PSs em eCO, em
ambos 0s gendtipos, i.e., 0 papel que eCO, tem no aumento da resiliéncia ao défice hidrico
severo (Avila et al., 2020a,b, Semedo et al., 2021), o que estara também intimamente ligado

a preservacao das estruturas membranares.
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3.4.4 Integridade Membranar e Alteragfes Lipidicas do Cloroplasto

Para além de serem alvos primarios dos stresses ambientais, as membranas s&o
igualmente os locais onde os estimulos ambientais sdo detetados, levando a respostas de
aclimatacdo (Osakabe et al., 2013, Ruelland et al., 2015, Hou et al., 2016, Niu e Xiang,
2018). Os impactos de stresses ambientais na integridade e seletividade membranar das
células vegetais podem ser avaliados através da perda de eletrolitos (1%) (Campos et al.,
2003, Demidchik et al., 2014), cujo aumento reflete alteragbes na compartimentacéo celular
(Scotti-Campos et al.,, 2019), com repercussdes no funcionamento metabdlico. Nesse
contexto, ndo se verificou uma alteracdo na integridade membranar em qualquer dos
gendtipos com seca moderada (MWD), independentemente da [CO,] (Fig.3.4), 0 que esta de
acordo a auséncia de efeitos a outros niveis, nomeadamente no desempenho fotossintético
potencial (e.g., Amax) € nos fotossistemas (Ramalho et al., 2018a, Semedo et al., 2021). Com
uma maior severidade do défice hidrico, as plantas CL153 mostraram um aumento de 1%
em aCO;, mas ndo em eCO,. Tal estd em linha com o aumento de Plcy, (Fig. 3.1) e 0s
impactos negativos de processos ligados as membranas dos cloroplastos (e.g. transporte e
transportadores tilacoidais de eletrbes) observados em aCO,, assim como a reducdo (ou
mesmo reversdo) desses impactos em eCO, (Semedo et al., 2021). Como visto
anteriormente, o atenuar do efeito da seca em eCO, estard associado aos moderados, mas
sistematicos aumentos de algumas moléculas protetoras em eCO, por comparacdo a aCO,
(Zea, Luteina, carotenos, Cu,Zn-SOD, APX, GR, Asc), aliado a manutencdo de um maior
potencial de uso fotoquimico de energia (Y, F./Fm) (Semedo et al., 2021), igualmente
observado em cafeeiros submetidos a temperaturas supra-6ptimas (Martins et al., 2016,
Rodrigues et al., 2016).

Por outro lado, em Icatu o significativo aumento de perda de eletrélitos em SWD para
ambas as [CO,], contrasta com a clara resiliéncia da maquinaria fotossintética nessas
condi¢Bes hidricas e ambas as [CO,] (embora reforcada em eCO,) (Semedo et al., 2021).
Um padrdo semelhante de aumento de 1% foi anteriormente observado neste genoétipo
guando submetido a temperaturas altas (37 e 42 °C), principalmente nas plantas eCO,
(Scotti-Campos et al,, 2019), embora essas plantas tenham mostrado uma clara
manutencdo do desempenho fotossintético a 37 °C (independentemente da [CO;]) e uma
maior resiliéncia nas plantas eCO, que nas aCO, a 42 °C (Rodrigues et al., 2016). Assim, 0
aumento de permeabilidade, ao invés de refletir dano podera estar associado a significativa
remodelacdo das membranas (nomeadamente dos cloroplastos), refletida nas alteracdes

guantitativas (aumento de AGT) e qualitativas (proporcdo das classes lipidicas e nivel de
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saturacdo dos AGs) promovidas pelo calor, eCO, e, principalmente, a sua interagédo (Scotti-
Campos et al., 2019). Esta interpretacdo esta em concordancia com os atuais resultados,
uma vez que ambos o0s gendtipos mostraram uma aprecidvel dindmica qualitativa
relativamente aos seus AGs (e correspondente alteracdo de DBI), em resposta ao SWD,
reforcado apenas em Icatu com forte sintese de novo, similar para ambas [CO,]. De facto,
noutras espécies, a alteracdo da composicdo lipidica e a modulacdo da fluidez das
membranas dos cloroplastos, através de sintese de novo e/ou alteracdo dos AGs pré-
existentes, € um mecanismo crucial para a manutencao do funcionamento fotossintético (Yu
e Li, 2014, Barnes et al. 2016, Niu e Xiang, 2018), e dos processos de aclimatacéo,
nomeadamente, ao frio (Wang et al., 2006, Tovuu et al., 2013), calor (Higashi et al., 2015) e
seca (Torres-Franklin et al., 2007, Perlikowski et al., 2016, Liu et al., 2019). Embora nédo haja
informacgé&o relativamente a seca, a remodelacdo qualitativa da matriz lipidica € também
parte essencial da resposta de aclimatacdo do cafeeiro (plantas “tipo C18:3”) a temperaturas
extremas (Campos et al., 2003, Partelli et al., 2011, Scotti-Campos et al., 2014, 2019) e
elevada irradiancia (Ramalho et al., 1998).

O forte aumento do DBI promovido pela SWD em ambos os gendtipos e [CO,] deveu-
se em larga medida, a alteracao da abundancia relativa do C18:3 (aumentou) e C16:0
(diminuiu) (Tabela 3.2), que s@o os dois AGs mais representados na matriz lipidica do
cloroplasto (Wang, et al., 2010). Esse aumento de C18:3 est4 em linha com trabalhos que
relacionam o aumento da sua via biosintética em arroz (Lenka et al., 2011), e do seu teor em
folhas ou raizes de tabaco, trigo e sobreiro (Shi et al., 2018, Kang et al., 2019, Sebastiana et
al., 2019) com a tolerédncia a seca ou a combinacdo de varios stresses (seca, frio,
salinidade). Em contraste, foram reportados danos associados a seca em genétipos que
apresentam decréscimo de C18:3 (Lenka et al., 2011). Acresce que o aumento de
insaturacdo da matriz lipidica cloroplastidial favorecera uma maior fluidez das membranas,
preservando a capacidade de movimento dos lipidos acilo nas membranas tilacoidais
(Harwood, 1998, Siegenthaler e Tremolieres, 1998), a integracdo da proteina D1 sintetizada
de novo (Kern e Zouni, 2009) e a manuten¢do do desempenho fotossintético em condi¢des
de seca (Xin e Browse, 2000, Gigon at al., 2004, Perlikowski, et al., 2016), como observado
em Icatu (e CL153 em eCO,).

Paradoxalmente, esta dindmica da matriz lipidica, das membranas dos cloroplastos,
ao promover o enriquecimento em AGs polinsaturados, aumentara também o risco de
lipoperoxidacao, ja que as duplas ligagBes sdo o substrato preferencial das ROS (Ferrari-
lliou et al., 1993, Scotti-Campos et al. 2016, 2019). Neste contexto, para uma efetiva

aclimatacdo sera imprescindivel uma resposta integrada que conte igualmente com o
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reforco de mecanismos que evitem a producédo ou promovam a remocdo de ROS, como
observado relativamente a xantofilas e enzimas antioxidativas. Tal foi particularmente
evidente em Icatu e eCO,, a semelhanca de respostas do cafeeiro (principalmente gendtipos
de C. arabica) ao calor (Martins et al., 2016, Scotti-Campos et al., 2019), frio (Fortunato et
al., 2010, Partelli et al., 2011, Scotti-campos et al., 2014) e alta irradiancia (Ramalho et al.,
1998, 2000), tornando evidente que a conjugacdo destes mecanismos é transversal na
resposta do cafeeiro a diversas condi¢des ambientais limitantes. Estes resultados estdo em
linha com a correlacdo entre o reforco do sistema antioxidativo (em especial SOD) e o
aumento de C18:3 e de DBI em plantas de tabaco, que resultaram na tolerancia a condi¢cdes
de seca, frio e salinidade (Shi et al., 2018). Para além disso, deve considerar-se que as
apenas plantas de Icatu em seca mostraram aumento de abundancia de um importante
conjunto de proteinas associadas com a maquinaria fotossintética (PSs, LHCs, CEF,
RuBisCO activase) independentemente da [CO,] (Semedo et al., 2021). Desta forma,
também o impacto ao nivel da maquinaria fotossintética nas plantas de CL153, em aCO,
pode ser explicado pela menor dindmica lipidica e uma resposta antioxidativa mais limitada,
tal como anteriormente observado noutros genétipos de C. canephora em relacdo a outros
stresses, mas também de uma menor sintese de proteinas associadas a (reparacédo da)
maquinaria fotossintética.

O fosfatidil glicerol (PG) € a mais abundante classe de fosfolipidos nas membranas
dos cloroplastos, contando em exclusivo com o AG, hexadecenoico (C16:1t) (Boudiere et al.,
2014). Ao PG e C16:1t foram associados a um maior desempenho do PSII em plantas
sobreiro submetidas a seca (Sebastiana et al., 2019) e a estabilidade das membranas do
cloroplasto em Coffea spp. em condi¢ctes de baixa temperatura positiva (Partelli et al., 2011,
Scotti-Campos et al., 2014) e calor (Scotti-Campos et al., 2019). De facto, ao C16:1t tem
sido atribuido um papel chave na estabilizacdo e funcionamento das estruturas
fotossintéticas (Siegenthaler e Trémoliéres, 1998), pois promove a organizacao da LHCII ao
induzir a trimerizacdo dos complexos antena necessarios a formacdo dos grana e a
transicdo entre os estados 1 e 2 (Vijayan et al., 1998, Dubertret et al., 2002). Esta ainda
associado ao processo de substituicdo da proteina D1 danificada em condigbes de excesso
de energia e frio (Horvéath et al., 1987, Siegenthaler e Trémolieres, 1998, Harwood, 1998,
Iba, 2002, Gray et al., 2005) o que reduz a fotoinibicdo do PSII e leva a maior celeridade na
recuperacdo do estado fotoinibido (Gombos e Murata, 1998, Siegenthaler e Trémoliéeres,
1998). Desta forma, o aumento de representatividade de C16:1c+t nas plantas WW de Icatu
em eCO, (resposta a [CO,]) poderd ter ajudado a suportar um maior aumento de P, em
Icatu (56%) do que em CL153 (37%) (Semedo et al., 2021). Adicionalmente, os valores
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tendencialmente superiores de C16:1c+t nas plantas de aCO, submetidas a SWD (resposta
a seca), conjugado com o forte aumento quantitativo de AGTs (e portanto de C16:1c+t) em
SWD, sao concordantes com a auséncia de aumento de fotoinibicdo crénica (Fig. 3.1), os
reduzidos impactos nos PSs, e o melhor desempenho global da maquinaria fotossintética
em Icatu em condicdo de SWD independentemente da [CO,] (Semedo et al., 2021). A
recuperacdo de funcionalidade fotossintética nas plantas de CL153 em eCO, quando
submetidas a SWD ¢ igualmente consistente com o aumento moderado de C16:1c+t nessas

plantas (face as respetivas plantas WW).

3.5 CONCLUSOES

A seca moderada per se ndo causou impactos relevantes em ambos os genétipos e para as
duas [CO,], como refletido na auséncia de aumentos nos indices de fotoinibicdo do PSII e
de dano das membranas, assim como no desempenho fotoquimico destas plantas (Semedo
et al., 2021). Ja a seca severa (em aCO,) provocou impactos negativos em CL153 mas néo
em Icatu.

Esta tolerancia intrinseca de Icatu a SWD estara associada a um controlo oxidativo
mais eficiente, reflectido nos aumentos da sintese de carotendides fotoprotetores e
moléculas antioxidativas (Zea, Luteina, Viol+Ant+Zea, Cu,Zn-SOD, APX), a maior
abundéancia de HSP70, e de uma maior dindmica da matriz lipidica das membranas dos
cloroplastos e maior sintese de novo de AGs (tal como do “pool” de xantofilas) aliada a
alteracOes qualitativas (maior insaturacao).

O impacto de eCO; nas plantas WW promoveu poucas alteracdes face as plantas em
aCO.. Entre as excec¢les, contaram-se o aumento de atividade da APX e decréscimo de GR
(ambos os genotipos) e um aumento de C16:1c+t em Icatu, que podera a contribuir para
suportar a maior atividade fotossintética destas plantas. Contudo, a presenca de eCO,
atenuou os impactos da SWD em CL153 (Icatu ndo havia sido afectado), refletindo-se na
clara reducéo da fotoinibicdo cronica e do indice de dano membranar, ligado aos aumentos
sisteméticos (embora frequentemente n&o significativos) do nivel de carotendides
(significativo para a neoxantina), das enzimas antioxidativas, Asc, e menor alteragdo do DBI
(logo menos sensivel a processos de lipoperoxidagdo) e dos principais AGs (C18:3 e
C16:0). Nas plantas Icatu em SWD o eCO, levou ainda assim ao reforco de componentes
antioxidativos (Cu,Zn-SOD, APX, Asc) e de protecdo (HSP70), enquanto manteve 0s niveis
reforcados de carotendides, atividade de GR, sintese de novo e insaturacdo dos AGs

promovidas pela SWD ja em aCO,. Estas altera¢gBes terdo contribuido para a manutencao
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da atividade potencial da maquinaria fotossintética em seca severa (mesmo em aCO,) e
maior uso potencial de uso fotoquimico de energia (Semedo et al., 2021), decrescendo a
probabilidade de produgdo de moléculas reativas de Chl e O,.

Em resumo, os resultados apontam para toleréncia a seca moderada de ambos os
gendtipos, e uma maior resiliéncia a seca severa (ambas as [CO;]) de Icatu, associada
principalmente ao reforgco de mecanismos antioxidativos e de dindmica da matriz lipidica dos
cloroplastos. Em seca severa, 0 eCO, mitigou os impactos em CL153 e reforcou a resposta
a seca de Icatu, o que em ambos os casos é claramente relevante num contexto de

resposta de Coffea spp. as alterac¢des climéaticas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste estudo evidenciou-se a resiliéncia intrinseca das estruturas fotossintéticas e do seu
desempenho no cafeeiro submetido a condi¢cbes de seca moderada em gendétipos de C.
arabica (Icatu) e C. canephora (CL153), assim como a capacidade resposta diferenciada
dos dois gendtipos na situacdo de seca severa, com uma maior resiliéncia evidenciada por
Icatu. Evidencia-se igualmente que o0 aumento da [CO,] atmosférica (eCO,), que
previsivelmente ocorrerd ao longo do corrente século, pode vir a ter um papel relevante no
desempenho e na resposta do cafeeiro a condi¢des de forte restricdo hidrica.

Nas condi¢cdes de CO, atual (aCO,) verificou-se que o stresse hidrico promove um
forte declinio das taxas de fotossintese. Devido a valores intrinsecamente baixos de gs, as
limitacBes estoméaticas, mais que do mesofilo ou bioquimicas, serdo a maior limitagéo para a
fotossintese no cafeeiro. Contudo, a medida que a severidade da seca aumenta as
limitacbes ndo-estomaticas (quer ligadas a difusdo de CO, no mesodfilo, quer
foto/bioquimica) passardo a dominar. Talvez ao invés do que seria de esperar, pois C.
canephora é geralmente considerada como tolerante ao défice hidrico (nomeadamente, por
ter uma sistema radicular mais desenvolvido e que pode explorar camadas mais profundas
do solo, algo aqui inexistente), C. arabica cv. Icatu apesar do declinio evidente de P, para
valores negligiveis, demonstrou maior tolerancia ao défice hidrico severo pois apresentou
baixos ou nulos impactos negativos no funcionamento e teor de componentes fotossintéticos
(e.9., Amax, FVW/Fm, PSs, actividade RuBiSCO, Plroa, Ployn). Para este desempenho das
plantas de Icatu em seca terd igualmente contribuido o reforco de alguns componentes da
magquinaria fotossintética (e.g., transportadores de electrdes como a PQ-9 e Cit f) assim
como o aumento de abundancia relativa de proteinas de maquinaria fotossintética (PSs,
LHCs, CEF, RuBisCO activase) independentemente da [CO,]. Finalmente, ter& um papel
fundamental a manutencdo, ou aumento, dos componentes associados a processos de
protecdo (pigmentos fotoprotectores como Zea, luteina, enzimas antioxidativas como Cu,Zn-
SOD, moléculas de protecdo como a HSP70), aliado a dinamica da matriz lipidica das
membranas dos cloroplastos que mostrou alteracfes quantitativas (sintese de novo) e
gualitativas dos seus AGs (com aumento de DBI e fluidez membranar).

Na auséncia sem qualquer restricdo hidrica, presenca de eCO, potenciou de forma
significativa o desempenho fotossintético em ambos os gendétipos, com incrementos de 37%
em CL153 e de 56% em Icatu, o que deve ser tido em conta em futuras abordagens
agrondémicas. Estes aumentos de P, serdo resultado da ultrapassagem das barreiras a
difusdo gasosa do CO, no mesofilo e a uma diminuicdo da taxa de fotorrespiracdo, mas

também devido reforgo global de diferentes componentes fotoquimicos (funcionamento dos
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fotossistemas e transportadores de electres) e bioquimicos (e.g., RuBisCO).
Adicionalmente, em ambos os gendétipos, as plantas desenvolvidas continuamente expostas
a um nivel de CO, elevado (+ 700 pL L™) durante sete anos ndo induziu um processo de
aclimatacao fotossintética ou estomatica negativa ao nivel foliar (com perda de potencial da
maquinaria fotossintética).

Os resultados observados com o aumento do CO, atmosférico em condi¢cdes de
conforto hidrico (WW), verificaram-se também no desempenho das plantas sujeitas a um
nivel de seca moderado (MWD). Da interacdo destes dois fatores (eCO, e MWD) verificou-
se um impacto positivo nas taxas de fotossintese, atenuando de forma clara os efeitos deste
nivel de seca. Adicionalmente, observou-se nas plantas MWD de Icatu que o eCO, retardou
de forma insistente a imposi¢cdo da seca, e que em ambos 0s genotipos e o controlo da
abertura estomética (aumento de g) ter4 sido desacoplada do ABA (que também
aumentou). Como referido anteriormente em MWD as plantas de ambos os genoétipos nao
mostraram impactos no potencial de funcionamento da maquinaria fotossintética e no indice
de dano membranar e ambas as [CO,], havendo contudo um reforgo tendencialmente
superior de algumas diversas moléculas de protecdo em condi¢bes de eCO, (e.g., Zea,
APX, Asc, HSP70) em ambos os gendétipos. Contudo, foi em condicbes de SWD que o
impacto positivo de eCO; se fez sentir.

Desde logo nas plantas de CL153, cujos impactos significativos no funcionamento dos
PSs e nos citocromos transportadores de electrdes foram foram largamente revertidos,
assim como no decréscimo da fotoinibicao cronica e do indice de dano membranar, ligado a
aumentos moderados de carotenoides (significativo para a neoxantina), das enzimas
antioxidativas, Asc, e menor alteracdo do DBI (logo menos sensivel a processos de
lipoperoxidagéo) e dos principais AGs (C18:3 e C16:0). Como referido antes, nas plantas de
Icatu submetidas a SWD n&o se observarem impactos negativos relevantes no
funcionamento potencial da maquinaria fotossintética em aCO,. Contudo, em eCO, foram
encontrados refor¢os de alguns componentes da maquinaria fotossintética (e.,g, citocromos,
actividade dos PSs), de moléculas com papel antioxidativo (Cu,Zn-SOD, APX, Asc) e de
protecdo (HSP70), enquanto foram globalmente mantidos os aumentos de carotenoides, de
proteinas ligadas aos PSs, LHCs e CEF, assim como da atividade de GR, sintese de novo e
insaturacdo dos AGs promovidas pela SWD jad em aCO,. No seu conjunto, em SWD estes
mecanismos terdo contribuido para o decréscimo da probabilidade de producdo de
moléculas reativas de Chl e O,, para a reparacao de estruturas eventualmente danificadas
e, em Ultima andlise para para o maior uso potencial de uso fotoquimico de energia em

aCoO; e, principalmente, em eCO, e em Icatu.
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Em resposta a questado cientifica inicial deste trabalho “poder4 o aumento de [CO,]
amenizar os efeitos negativos da seca?” pode concluir-se que o eCO, atenuou 0s impactos
de uma seca moderada (MWD) em ambos os gendétipos, manteve a resiliéncia intrinseca de
Icatu e melhorou o desempenho de CL153 em seca severa (SWD).

A vida na terra, como a conhecemos, depende grandemente do efeito de estufa
atmosférico. Sem o efeito de estufa a temperatura média da superficie terrestre seria
proxima dos -20°C. Este processo tem por base a concentracdo de diferentes gases de
efeito de estufa, sendo os mais abundantes o vapor de 4gua e o CO,. O crescente aumento
do CO, tem contribuido para o aquecimento global, e para um agravamento de muitos
stresses ambientais, impactantes de todas as actividades humana, como as secas.

Com as previsdes a apontarem para um aumento gradual das [CO,] até ao final do
século, o sector primario devera olhar para este fenbmeno, e ponderar possiveis efeitos
mitigadores do CO, elevado na produtividade das culturas face a condi¢fes climéaticas mais
desfavoraveis. Perspetivando esta realidade futura, e com base neste estudo, sera
fundamental continuar e aprofundar uma investigacdo com base fisiol6gica, para conhecer e
selecionar de entre a vasta riqueza genética novos genétipos melhor adaptados, sempre
direcionados para o incremento das producdes e para a qualidade do produto final. Este
conhecimento devera contribuir para a implementagdo de novos programas de
melhoramento genético (i.e., avaliacao de genes ativos/reprimidos nas condigdes propostas)
e assim capacitar o sector com o0s genétipos mais eficientes. De um modo mais amplo, em
simultdneo com o melhoramento, sera fulcral melhorar todo o conhecimento da gestédo da
rega na cultura do café, saber quando e quanto regar, otimizando desta forma a eficiéncia
do uso da &gua, recurso precioso e cada mais vez escasso. Em conjunto, estes
conhecimentos deverao contribuir para novas técnicas agronémicas de conducao da cultura

do café nos cenarios climaticos futuros.
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Tabela suplementar S1 — Resultados de uma ANOVA tridimensional considerando as variaveis genétipo (G),
regime hidrico (W) e [CO] do ar, assim como pela sua interagdo com os diferentes parametros fisiolégicos e
bioguimicos: potencial hidrico foliara de pré alvorada (Wpa), indice de stresse hidrico (CWSI), indice de
condutancia estomatica (lg), taxa de fotossintese liquida (Pn), condutancia estomaética para vapor de agua (Qs),
concentragdo interna de CO; (Cj), capacidade fotossintética maxima (Amax), teor de acido abscisico foliar (ABA),
taxas potenciais de transporte de eletrbes do fotossistema (PS) | e PSIl (com e sem complexo da evolucéo de
oxigénio - OEC), atividade inicial, total, percentagem de ativacdo da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase /
oxigenase (RubisCO) e atividade maxima da ribulose-5-fosfato quinase (Ru5PK), fluorescéncia basal (Fo),
eficiéncia fotoquimica potencial do PSIl (F./Fm), coeficiente fotoquimico de amortecimento (quenching) (qu),
eficiéncia fotoquimica potencial do PSIl a luz (F//Fn'), estimativa da taxa de inativagdo do PSII (Fs/Fn’),
estimativas dos rendimentos quénticos do transporte nédo ciclico de eletrdes (Y), das dissipaces regulada
(Ynr)) € ndo regulada de energia ( (Y(noy) do PSIl bem como dos teores dos transportadores tilacoidais de
eletrbes: plastoquinona (PQ-9), citocromo bssg p (Cit bssep), citocromo bssgre (Cit bssgrp), citocromo f (Cit f) e
citocromo bses (Cit bses), em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv.
Icatu, cultivadas sob 380 pL L™ ou 700 uL L™ de CO, atmosférico e submetidas a conforto hidrico (WW), seca
moderada (MWD) e seca severa (SWD).

Parametros G [CO,] W Gx[CO;] Gx W [COlJx W G x[CO;] x W
Yod ns o * ns ns * *
CwsSI ns * rkk ns ns * ns
1S ns * Fokk ns ns ns ns
Pn ns rork rokk ns ns rork ns
Os ns ns ok ns ns o ns
CI ns *kk *kk * ns *kk *
Amax ns ** hx ns ns ns ns
ABA ns *kk *kk * * ns *%
FO *kk *kk *kk ns ns *kk ns
Fy/Fm ns ns ns ns wxE ns ns
Fy Py ns b ok ns ok ns ns
Y(||) ns *kk *kk * ns *% ns
Y(NPQ) ns *kk Kk ns ns *kk ns
Y no) ns ns * * ns bl ns
qL ns ns xkk ns ns ns ns
Fs/Fm' ns whx ok * ns * ns
PSI+OEC ns Fkk ns ek ok Kok ns
PSII-OEC Fkk Fokk * *xk *kk Fkok ns
P S I ns *kk * *kk *kk *kk ns
PQ-9 ns * *x * ns ns ns
Cyt b 550LP *kk Kkk *kk Kkk Kkk Kkk *kk
Cyt b 550HP *hk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Cyt f *kk *% *kk *kk *kk * *%
Cyt bses ok ok ok ok ok ok ok
Actividade Inicial da RuBisCO ns i ok ns ok ok ns
Actividade Total da RuBisCO ns ns *hk ns *hk okk ns
% de Activagéo da RuBisCO Fkk ok kid ns * ns ns
Ru5PK ok * ik ns ns ok ns
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Tabela suplementar S2 — Resultados de uma ANOVA tridimensional considerando as variaveis genétipo (G), regime hidrico (W) e [CO;] do ar, assim como pela sua
interacdo com os valores estimados da quantidade relativa de proteinas do aparelho fotossintético relacionadas com os fotossistemas (PS) | e I, complexo da evolugao
do oxigénio (OEC) relacionado com o PSII, complexos de armazenamento de luz (LHC) | e Il, ribulose-1,5-bisphosphate carboxilase / oxigenase (RuBisCO), RuBisCO
activase, e o fluxo ciclico de eletres (CEF) do PSI e Il, em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu cultivadas sob 380
pL L™ ou 700 pL L™ de CO, atmosférico e submetidas a conforto hidrico (WW), seca moderada (MWD) e seca severa (SWD).

Proteinas G [COy] W Gx[CO;] GxW [COJxW Gx[COy xW
Fotossistema Il e Complexo de Evolugédo do Oxigénio

Cc07_g05350 - Oxygen-ewlving enhancer protein 1, chloroplastic ns ok ns ns ns ns ns
Cc05_g00840 - Oxygen-ewlving enhancer protein 2, chloroplastic ns ns ns ns ns ns ns
Cc01_g10720 - Oxygen-ewlving enhancer protein 3-2, chloroplastic ns ns ns ns ns ns ns
Cc10_g11890 - Photosystem Il 22 kDa protein, chloroplastic ok i Fkk ns i ns ns
Cc02_g35130 - PsbP domain-containing protein 1, chloroplastic * ok ns ns ns ns ns
Cc06_g20190 - PsbP domain-containing protein 6, chloroplastic ok ns ok ns i ns ns
Luz- Complexo Proteico de Armazenamento do Fotossistema Il

Cc10_g16210 - Chlorophyll a-b binding protein CP26, chloroplastic ok ns ** ns ns * ns
Cc09_g09500 - Chlorophyll a-b binding protein 36, chloroplastic ok ns ok ns * ns ns
Cc09_g09030 - Chlorophyll a-b binding protein 21, chloroplastic b ns *k ns ns ns ns
Cc02_g21720 - Chlorophyll a-b binding protein CP24 10A, chloroplastic ok ns ns ns ns ns ns
Cc05_g12720 - Chlorophyll a-b binding protein 13, chloroplastic ok ns * ns *k ns ns
Ccll g16910 - Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic ok ns xkk ns b ns ns
Cc09_g09020 - Chlorophyll a-b binding protein 21, chloroplastic ok ns el ns * * ns
Fotossistema |

Cc03_g03590 - Photosystem | reaction center subunit Il, chloroplastic b * ns ns ns ns ns
Cc04_g03050 - Photosystem | reaction center subunit VI, chloroplastic ok ns ns ns ns ns ns
Cc09_g08490 - Photosystem | reaction center subunit psaK, chloroplastic ns ns ns ns ns ns ns
Cc01_g15890 - Photosystem | reaction center subunit X, chloroplastic ok ns ns ns ns ns ns
Luz- Complexo Proteico de Armazenamento do Fotossistema |

Cc05_g09930 - Chlorophyll a-b binding protein 8, chloroplastic *x ns ns ns ns ns ns
Cc09_g02010 - Chlorophyll a-b binding protein 6A, chloroplastic ok ns *x ns b ns ns
Cc04_g16410 - Chlorophyll a-b binding protein 4, chloroplastic ok ns il ns ok ns *
Fluxo Ciclico de Electrbes

Cc06_g22890 - NDH-dependent cyclic electron flow 1 ns ns ns ns ns ns ns
Cc04_g05100 - NDH-dependent cyclic electron flow 1 b ns * ns ns ns ns
Cc08_g13730 - PGR5-like protein 1A, chloroplastic ns ns rokk ns ns ns ns
RuBisCO e RuBisCO Activase

Cc00_g15710 - Ribulose bisphosphate carboxylase small chain SSU11A, chloroplastic ns ns ns ns ns ns ns
Cc02_g07500 - Ribulose bisphosphate carboxylase/ oxygenase activase 1, chloroplastic ns ns ns ns ns ns ns
Cc04 g14500 - Ribulose bisphosphate carboxylase/ oxygenase activase 1, chloroplastic Fokk ns il ns i * *
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