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AUMENTO DA CONCEI}ITRAQAO DE CO2 ATMOSFERICO E SEUS EFEITOS NA
INTERACAO PLANTA DANINHA/CULTURA DA SOJA

RESUMO - Até o final do século XXI, as projeces de mudancas climaticas
baseadas na emissao de gases de efeito estufa sugerem aumento na concentragao
de dioxido de carbono atmosférico, em até 750 ppm. Se as projecdes se realizarem,
teremos alteracdes significativas no desenvolvimento vegetal e, consequentemente,
nos sistemas agricolas, alterando, portanto, as interacdes entre plantas daninhas e
culturas. Em vista disso, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito do incremento
da concentracdo atmosférica de CO: na interacao entre plantas daninhas (Euphorbia
heterophylla e Amaranthus viridis) e soja (Glycine max), e as caracteristicas
fisioloégicas e bioquimicas dessas plantas em duas concentracfes de CO2. Foram
desenvolvidos dois experimentos, em camaras de topo aberto (OTCs). Em cada
experimento o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x2, sendo cinco condi¢gfes de convivéncia (monocultura de soja, de
caruru e de leiteiro, e convivéncia de soja com caruru e de soja com leiteiro) e duas
concentracbes de CO2 (400 e 800 ppm). No primeiro experimento, os resultados
demonstraram que o aumento de CO: afetou diferentemente as trés espécies, sendo
que a interferéncia intraespecifica de soja e caruru foram maiores em 800 ppm,
engquanto gque de leiteiro foi maior em 400 ppm. A convivéncia da soja com caruru e
da soja com leiteiro resultou em prejuizo muatuo, tanto para soja quanto para as plantas
daninhas, no entanto, quando a soja se desenvolveu em convivéncia com leiteiro, a
interferéncia interespecifica foi maior em 800 ppm. No segundo experimento, 0
incremento de CO2 resultou em maior assimilacdo de carbono pela fotossintese
somente em soja, no entanto, houve aumento na eficiéncia do uso da agua e no teor
de carotenoides, para as trés espécies estudadas. De forma geral, o incremento de
CO2z atmosférico reduziu o teor de malondialdeido em soja, caruru e leiteiro, no entanto
maior atividade da enzima SOD foi observada nessas trés espeécies. O perfil
metabdlico foi modificado em decorréncia do aumento da concentracdo de COz, sendo
gue condicdo ambiente apresentou maior teor de sacarose, enquanto que plantas em
elevado CO:2 apresentaram maior teor de glicose. J& em relacdo ao metabolismo
secundario, a soja e o leiteiro apresentaram maior sintese de compostos flavonoides
em elevado COz2, enquanto que o caruru apresentou reducgéo do flavonoide rutina.
Palavras-chave: Incremento de CO2 atmosférico, mudanca climatica, interferéncia,
perfil metabdlicos de plantas daninhas, absorcao de nutrientes.



INCREASE OF ATMOSPHERE CO2 CONCENTRATION AND ITS EFFECTS ON
WEEDS/SOYBEANS INTERACTION

ABSTRACT - By the end of the 21st century, climate change projections based
on the emission of greenhouse effect gases suggest an increase in the concentration
of atmospheric carbon dioxide, in up to 750 ppm. In this scenario, we have significant
changes in plant development, and consequently, in agricultural systems, thus altering
the interactions between crops and weeds. Based on that, the aims of this work were
to evaluated the effect of increasing of atmospheric CO2 concentration on the
interaction between weeds (Euphorbia heterophylla and Amaranthus viridis) and
soybeans (Glycine max), and the physiological and biochemical characteristics of
these plants at two concentrations of CO2. Two experiments were carried out in open-
top chambers (OTCs), in a completely randomized experimental design in a 5x2
factorial scheme: five coexistence conditions (monoculture of soybean, Slender
Amaranth and wild poinsettia, and coexistence of soybean with Slender Amaranth and
soybean with wild poinsettia) and two concentrations of COz2: 400 and 800 ppm. In the
first experiment, the results showed that the increase of CO2 was different on the three
species, and the intraspecific interference of soybean and slender amaranth was
higher in 800 ppm, while in wild poinsettia the intraspecific interference was higher in
400 ppm. The coexistence of soybeans with slender amaranth and soybeans with wild
poinsettia resulted in mutual injury, for both soybean and for weeds, however, when
soybean was developed in coexistence with wild poinsettia, interspecific interference
was higher in 800 ppm. In the second experiment, increase of CO2 resulted in greater
carbon assimilation by photosynthesis only in soybeans, however, there was increase
in the water use efficiency and in the carotenoid content, for the three species. In
general, the increase of atmospheric CO2 reduced the lipid peroxidation in soybean,
slender amaranth and wild poinsettia, but a greater activity of the SOD enzyme was
observed in these three species. The metabolic profile was changed by the higher CO:2
concentration, wherein at 400 ppm presented higher sucrose content, while plants 800
ppm presented higher glucose content. The secondary metabolism of soybean and
wild poinsettia presented a higher synthesis of flavonoid compounds at 800 ppm, while
slender amaranth showed decrease of flavonoid rutin.

Keyword: enrichment of atmosphere COg, interference, climate change, metabolic
profile if weeds, absorption of nutrients.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

INTRODUCAO

As mudangas climéticas ocorridas nos ultimos anos como o aumento da
concentragéo de didxido de carbono na atmosfera tém impulsionado os estudos com
plantas que buscam entender o comportamento bioldégico das espécies frente a esse
fendbmeno.

As plantas utilizam o CO, atmosférico para fixacdo de carbono através da
fotossintese, de forma que alteracdo na concentracdo desse gas podera interferir no
desenvolvimento e metabolismo dos vegetais. Essas alteracdes no metabolismo das
plantas podem ainda variar de acordo com a espécie. Plantas com metabolismo C3
tendem a apresentar maior estimulo fotossintético com o aumento da concentracao
de CO2 em comparacéo as espécies C4 (MIRI et al., 2012). Diferengas de respostas
de plantas C3 e C4 sdo de extrema importancia para a interacdo entre plantas
cultivadas e daninhas, nos ecossistemas agricolas (VALERIO et al., 2011). As
diferentes de respostas destas plantas ao CO, sugerem que a competicdo entre
planta daninha e culturas pode ser alterada.

Plantas daninhas respondem mais rapidamente as mudancas ambientais e
apresentam melhor adaptacdo aos diferentes ambientes, em comparagcédo as
cultivadas, devido a maior diversidade genética e plasticidade fenotipica dessas.
Assim como as culturas, plantas daninhas C3 e C4 respondem diferentemente as
mudancas climaticas. Segundo Miri et al. (2012), é provavel que plantas daninhas C3
tenham maior capacidade competitiva com culturas C3, enquanto espécies C4
tendem a ser menos competitiva com essas culturas. Por outro lado, esse
incremento de CO:2 na atmosfera pode levar a uma maior biossintese de
metabdlicos, primarios e/ou secundarios, sendo que estes passiveis de interferirem
no desenvolvimento de plantas vizinha, se liberados no meio.

Desta forma, o conhecimento das respostas de cada espécie e a interacao
entre elas frente as mudancas ambientais € de extrema importancia, e permitem
tracar praticas adequadas de manejo nos sistemas agricolas (ROGERS; DAHLMAN,

1993), racionalizando seu uso, com consequente reducdo no impacto ambiental e



social.

REVISAO DE LITERATURA

Mudanca climatica no cenario global

O advento da revolucédo industrial no final do século XVIII aliado ao uso de
combustiveis fésseis e 0 modelo atual de agricultura, acarretou em mudancas na
composi¢do quimica da atmosfera, elevando os niveis de alguns gases causadores
do efeito estufa. Entre 1970 e 2004, as emissdes globais de didxido de carbono (COz),
metano (CHa4), 6xido nitroso (N20), hidrofluorcabonetos (HFCs), perfluorcarbonos
(PFCs) e Hexafluoreto de enxofre (SFs), ponderadas pelo seu potencial de
aquecimento global, aumentaram em 70% (24% entre 1990 e 2004), passando de
28,7 para 49 gigatoneladas de equivalentes de diéxido de carbono, que representou
77% do total das emissfes antropicas de gases de efeito estufa, em 2004 (IPCC,
2007).

Ao decorrer dos anos, a concentracdo de CO2 na atmosfera aumentou cerca
de 43%, do periodo pré-industrial em 1750 (~280 umol mol?) até o presente (~400
pumol molt), aproximadamente 1,55 ppm de CO:2 por ano nos Ultimos 55 anos, e, deve
continuar aumentando, podendo chegar ao dobro da atual concentracdo, até o final
do século XXI (IPCC, 2007; NOAA, 2017)

Estima-se que a concentracdo de CO2 na atmosfera aumenta cerca de 1 umol
mol! por ano, devido as crescentes emissées de COz, durante o século XXI. Nesse
ritmo de crescimento, estudos de simulacdo de modelos climaticos preveem que
essas concentracdes possam alcancar 936 pumol mol* em 2100 (IPCC, 2013; NASA,
2014). Enquanto isso, a temperatura na superficie da terra € esperada aumentar entre
2,6 a 4,8°C, até final desse periodo (2081-2100) (IPCC, 2013).

As mudancas climaticas, como aumento do CO2, temperatura e alteracdo na
precipitacdo, tém impacto drastico nos ecossistemas naturais, produtividade das
culturais agricolas, e, consequentemente, na producéo de alimentos (LOBELL et al.,
2011; PENUELAS et al., 2013; RUIZ-VERA et al., 2013; XU et al., 2013a, 2014;
LAVANIA et al., 2015).



E sabido que o CO:2 presente na atmosfera desempenha papel vital no
ambiente terrestre, necessario para o ciclo de vida de plantas e animais. Estima-se
gue a maioria das espécies vegetais que dominam a biosfera atual evoluiram sob
atmosfera na faixa de 180 a 240 ppm de CO2 (KORNER, 2006). Desta forma, o
aumento desse gas (403,06 ppm, setembro de 2017 — NOAA, 2017) representa uma
nova experiéncia para a vida das espécies de plantas superiores (PEARSON;
PALMER, 2000; CROWLEY; BERNER, 2001).

Fotossintese

O CO: € o gés precursor da fotossintese, de forma que as alteragdes nas suas
concentracfes poderdo influenciar no crescimento, desenvolvimento e metabolismo
dos vegetais. Um dos efeitos diretos do aumento da concentracéo atmosférica de COz,
citado na literatura, € o aumento da taxa fotossintética liquida (A), devido a mudancas
na taxa carboxilacdo, taxa de transporte de elétrons e regeneracdo da rubisco
(FARFAN-VIGNOLO; ASARD, 2012). Outro potencial efeito € reducdo da abertura
estomatica (gs), e, consequentemente, reducdo na transpiracao (E) e aumento na
eficiéncia do uso da agua (EUA), além de alteracdo da respiracdo mitocondrial, e,
possivel reducdo da transcricdo de genes relacionados as trocas gasosas ou ao
crescimento (AINSWORTH; ROGERS, 2007; BARTON et al., 2012; GUTIERREZ et
al., 2009). Indiretamente, também pode ser observada alteracdo no balanco de agua
e carbono nas plantas, com efeitos secundarios sobre o crescimento, particdo de
recursos e sintese de substancias de defesa (BUCKERIDGE et al., 2007; GODQY et
al., 2009).

A magnitude do estimulo a fotossintese devido ao aumento do CO2 depende
do tipo de metabolismo fotossintético da planta, com o maximo para arbodreas e
gramineas C3, moderado para plantas arbustivas, culturas C3 e C4 e legumes, e,
minimo ou até respostas negativas para gramineas C4 (DRAKE et al., 1997,
AINSWORTH; LONG, 2005; AINSWORTH; ROGERS, 2007). Além disso, respostas
ao aumento do CO:2 na atmosfera depende também da espécie vegetal e das
condi¢cdes do ambiente, como disponibilidade de agua e nutrientes (XU et al., 2015).

A rubisco, 1,5 ribulose bifosfato (RuBP) € a enzima responsavel pela fixagdo



de carbono na planta (EICHELMANN et al., 2009), no entanto, esta apresenta duas
funcBes cataliticas, a carboxilacdo e a oxigenacgdo (XU et al., 2015). Plantas C3, sob
atual atmosfera, embora os valores da RuBP para CO: seja proxima da concentracao
interna (Ci) no sitio de carboxilagdo, o CO2z n&o atinge o nivel de saturagéo, permitindo
assim a fixacdo do Oz (oxigenacéo), processo esse que resulta em perda de carbono
pela fotorrespiragéo. Sendo assim, o incremento do CO2 pode levar a um aumento
imediato da velocidade de carboxilagho da RuBP, devido ao aumento da
disponibilidade de CO2z como substrato (XU et al.,, 2015). Além disso, ocorre
diminuicdo a afinidade da RuBP pelo O2, inibindo a oxigenacdo e aumentando a
carboxilacdo (AINSWORTH; ROGERS, 2007; KANE et al., 2013; MORONEY et al.,
2013).

J4 em plantas C4 a fixagdo do CO:2 ocorre inicialmente pela enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP), que aumenta disponibilidade desse gas para
RuBP (presente na bainha de feixes), saturando-a, e diminuindo, portanto, a
possibilidade da ocorréncia de oxigenacao. Assim, o incremento de CO2 atmosférico
tem menor impacto sobre essas plantas comparadas as plantas C3.

Por outro lado, exposicéo por tempo prolongado a altos niveis de CO2 pode
induzir reducdo de A, devido a trés fatores: (1) o ATP formado durante a fase
fotoquimica pode nao ser suficiente para regeneracao da RuBP. Pode ocorrer reducdo
na atividade da RuBP acompanhada de uma reducéo na capacidade de regeneragao
desta, indicada pela reducado na razdo ATP:ADP no cloroplasto (EICHELMANN et al.,
2009; WATANABE et al., 2014); (2) reducao do contetdo de RuBP devido a diluicéo
de N. Em condicéo de exposicéo por tempo prolongado a altas concentracdes de COq,
a demanda das plantas por N aumenta, uma vez que espécies C3 investem mais N
para formacdo de RuBP em comparacédo a C4 (mais de 25% X 10-15% in plantas C3
e C4, respectivamente). Desta forma, se a disponibilidade de N para plantas nao
acompanhar o aumento do COz2, pode haver reducao na carboxilagdo no sitio de acéo
da RuBP (LUO etal., 2004; FUKAYAMA et al., 2012; URBAN et al., 2012; PALMROTH
et al., 2013; SANZ-SAEZ et al., 2013), e, (3) a hexoquinase (HXK) pode funcionar
como um sensor de excesso de fotossintese, reduzindo o conteudo de RuBP. Com
base na hipotese de fonte:dreno, quando o contetdo do carboidrato disponivel (devido

aumento de A) excede a capacidade da planta em utiliza-lo devido alguma limitacédo



interna ou ambiental de crescimento, ocorre um feedback para redugcé@o nos niveis de
fotossintese (KIRSCHBAUM, 2011), para restabelecer o balanco de carbono
fonte:dreno (BRYANT et al., 1998; ARANJUELO et al., 2011).

E importante lembrar que o aumento do CO2 impacta ndo somente as culturas,
mas também plantas daninhas que compf&em os ecossistemas agricolas. Segundo
Varanasi et al. (2016), em condi¢cdes de atmosfera enriquecida, plantas daninhas C3
apresentam aumento significativo no crescimento, o que resulta em maior
interferéncia, e, consequentemente, maior perda de produtividade das culturas. Nessa
condicdo, Ziska (2000) reportou aumento de 65% na biomassa de Chenopodium
album L., uma planta daninha C3, e reducdo de 39% na produtividade de soja em
condicao de convivéncia. J& a espécie Amaranthus retroflexus (C4) ndo evidenciou
mudanca na biomassa, e a perda na produtividade da soja foi reduzida de 45 para

30% em condig&o convivéncia.

Demanda Nutricional

Uma das consequéncias do aumento da fotossintese e do crescimento vegetal
estimulado pelo alto indice de CO2 atmosférico € a maior necessidade de recursos
disponiveis no solo, como agua e nutrientes. Segundo Oren et al. (2001), incremento
no crescimento e biomassa de plantas em condicdo de elevado CO2 somente é
possivel se 0 mesmo for acompanhado por maior disponibilidade de nutrientes no
solo.

O relatério de mudancas climaticas de 2014 (IPCC, 2014) faz uma alerta para
o efeito dessas mudancas na producédo agricola. De acordo com os ultimos dados,
algumas culturas como trigo, arroz e milho podem sofrer impacto negativo na
producéo, colocando em risco a producao de alimentos. Uma das causas é a provavel
diminuicao da disponibilidade de agua e nutrientes no solo e aumento da competicao
entre plantas por esses recursos escassos do meio.

Durante o enriguecimento de COz2, 0 maior suprimento de carbono é geralmente
coordenado com uma mudanc¢a na demanda por outros nutrientes (ROGER et al.,
1999), no entanto, os resultados apresentados por diversos autores sao variados,

devido a diferenca de espécies estudadas e nivel nutricional empregado (PEREZ-



LOPEZ et al., 2014). Segundo alguns autores, plantas desenvolvidas em condi¢&o de
alto CO2 e em solo com teor de nutrientes variando de baixo a médio, frequentemente
apresentam reducao na concentracao de nutrientes nos tecidos vegetais, no entanto,
em solo com alta disponibilidade de nutrientes, a concentracdo desses nutrientes
nesses tecidos nao € afetada pelo aumento do CO2 (ZHANG; DANG, 2006; SHINANO
et al., 2007). Trabalhos recentes tém sugerido que com maior concentracao de COz,
h&a maior conteudo de nutrientes na planta toda, consequéncia da maior taxa de
crescimento, mas a concentracdo de nutrientes por tecido vegetal é reduzida
(MCGRATH; LOBELL, 2013), devido o chamado “efeito de diluigao” (LOLADZE, 2002;
HOGY; FANGMEIER, 2008).

Essa maior taxa de crescimento sob elevado CO2 aumenta também a atividade
de processos anabolizantes que requerem nutrientes, incluindo sintese de proteinas
estruturais e enziméticas (N e S), estocagem de energia (P), osmoregulacdo (K),
alongamento celular e metabolismo de acidos nucleicos (B), atividade enzimética que
requerem nutrientes como cofatores (Ca, Mg e Mn) e reacdes redox (Fe, Zn e Cu).
Além disso, para manter a homeostase, as plantas devem mudar a absorcédo desses
nutrientes. Por exemplo, alguns estudos tém reportado mudangas na concentragao
de N, absorcéo e utilizagcdo, em arroz (ROY et al., 2012; PANG et al., 2006) e soja
(AINSWORTH et al., 2007; ROGERS et al., 2006). Segundo Pang et al. (2006), o
aumento do CO:2 resultou em maior absorcdo total de N por plantas de arroz, no
entanto, diminuiu a concentracédo desse nutriente em todos os tecidos. Ja parao P, a
concentragdo desse nutriente nos tecidos foi significativamente maior sob alto CO2
(YANG et al., 2007). No entanto, redugéo da concentragao de P tem sido relatada em
Eucalyptus grandis (CONROY et al.,, 1992), demonstrando que a dinamica dos
nutrientes nessa condicdo pode variar de acordo com a espécie.

Espécies leguminosas, como é o0 caso da soja, podem comporta-se
diferentemente de outras espécies em relacdo ao conteudo de N, devido a fixacéo
biolégica. Em um estudo no qual se avaliou o contetdo de N em diferentes estagios
fenologicos de soja, Rogers et al. (2006) observaram que em alto CO2 o conteudo
desse nutriente diminuiu no inicio do cultivo, mas nao foi afetado no meio e ao final do
ciclo. Possivelmente, as plantas aclimataram-se, suprindo essa maior demanda de N

em alto CO:2 através do aumento na fixacdo biolégica de N (ROGERS et al., 2006;



DANIELLE et al., 2010). No feijao (Vigna radiata), o aumento do CO2 também parece
interferir na fixacdo de N resultando em maior massa seca de nédulos no periodo de
floracdo e decréscimo de N na maturacao (LI et al., 2015).

Cinco mecanismos tém sido propostos para explicar a diminuicdo no conteudo
de N nos tecidos das plantas sob elevada concentracdo de COg2: (1) diluicdo do
nutriente devido ao maior acimulo de carboidrato; (2) alteracdo no requerimento
fisiolégico, que muda a taxa de absorcéo e particido de nutrientes entre os tecidos
vegetais; (3) aumento da eficiéncia de uso do nutriente; (4) reducdo na taxa
transpiratoria que consequentemente diminui o fluxo de nutrientes para as raizes
(PANG et al. 2006) e (5) inibicdo da assimilacdo de nitrato devido a aclimatacdo de
plantas C3 ao elevado CO2 apoés longos periodos de exposi¢cao (BLOOM et al., 2010).

Diversos autores afirmam que a dindmica de nutriente disponivel no solo e o
requerido pela planta deve mudar em condi¢ao de elevado CO2 (ZENG et al., 2011,
Ll eta., 2015; HAN et al., 2015; SATAPATHY et al., 2015; HAO et al., 2016). Segundo
Hao et al. (2016), o conteudo de P e K em sementes de soja foi significativamente
maior em condicdo de elevado COz, o que significa que uma maior quantidade de
fertilizantes sera necessaria para manter ou repor a disponibilidade de nutrientes no
solo (HAO et al., 2016).

Portanto, mais pesquisas sobre a exigéncias nutricionais de soja séo
necessarias, para desenvolver estratégias sustentaveis de producao sob condicdes
futuras (HAO et al., 2016). Além disso, embora diversas pesquisas tém reportado o
comportamento nutricional das culturas nesse cenario, raros sdo os estudos que
buscam entender as exigéncias nutricionais das plantas daninhas, que compdem os
sistemas agricolas, haja visto que essas plantas, assim como as culturas, irdo
modificar a demanda por nutrientes do solo, e, isso podera modificar a dinamica de
nutrientes entre planta daninha e cultura. De acordo com Zeng et al. (2011), aumentos
niveis de CO:2 alterag&o a competicdo entre arroz e E. crusgalli em favor do arroz, uma
vez que a absorcdo e concentragao de N, P, K foi maior no arroz em comparacao a

planta daninha.

Sintese de metabdlitos



O CO:2 é de fato a fonte béasica de carbono para as plantas, usado
principalmente para a sintese de metabdlitos primérios, através da fotossintese
(VURRO et al., 2009). Seu aumento na atmosfera, portanto, induz as plantas a
aumentarem a sintese de carboidratos nado estruturais (principalmente amidos,
frutanos e acucares soluveis) (LIU et al.,, 2005), e esses por sua vez podem ser
utilizados para a sinteses de metabdlitos secundarios (GHASEMZADEH et al., 2010).

As hipoteses do equilibrio carbono-nutriente (BRYANT et al., 1983), da
disponibilidade de recursos (COLEY et al.,, 1985) e do equilibrio de crescimento-
diferenciacdo (HERMS; MATTSON, 1992) assumem que o maior ganho fotossintético
devido ao aumento da concentracdo de CO2 poderia levar maior disponibilidade de
carbono, e, portanto, maior acimulo de compostos fendlicos, no entanto, resultados
anteriores sado divergentes (GOUFO et al., 2014). Alguns autores tém reportado
aumento na concentragdo de compostos fendlicos em condigcbes de alto CO:2
(CASTELLS et al., 2002; MATROS et al., 2006), enquanto outros tem reportado
diminuicdo (SALLAS et al., 2003; PELTONEN et al., 2005) ou nédo efeito (PENUELAS
et al., 1996; VETELI et al., 2002).

Essa variacdo nos resultados pode ser atribuida a diversos fatores, como
espécie estudada, tempo de exposicdo ao elevado COz2, estagio fenolégico da planta,
orgaos analisados (folhas, caule ou raiz) e tipo de metabolismo secundario analisado
(GOUFO et al., 2014). Estudos que tém demonstrado que a sintese de composto
fendlicos é estimulada em condi¢éo de elevado CO2 (VURRO et al., 2009; GOUFO et
al., 2014; REZENDE et al., 2015) podem ser justificados pelo aparente estimulo a rota
dos fenilpropanoide, principalmente através do aminiacido fenilalanina, resultando em
aumento na sintese de fendis (ALl et al., 2005; MATTSON et al., 2005).

Isso influi diretamente na interacdo quimica entre cultura e plantas daninha. Os
compostos fendlicos representam uma classe de substancias criticas na defesa das
plantas contra herbivoria, plantas daninhas invasoras e ataque de patégenos (GOUFO
et al.,, 2014). Segundo Kong et al. (2004) plantas de arroz apresentam alta
concentragdo de tricine, um composto fendlico inibitério do crescimento de
Echinochloa colonum, Echinochloa crusgalli, Cyperus iris e Cyperus difformis, as
principais plantas daninhas em campos de producéo de arroz. Desta forma, mudancas

na concentracdo de compostos fendlicos observadas sob alta concentracdo de CO2



poderia ter consequéncias diretas nos ecossistemas agricolas através da interagdo
de cultura-planta daninha (GOUFO et al., 2014). Ainda segundo esse autor, mudangas
atmosféricas poderiam direcionar as plantas a serem mais responsivas a estresses
bidticos ou abidtico, no entanto mais estudos sdo necessarios para testar se esse
aumento do CO:2 vai aumentar a resisténcia das culturas a interferéncia de plantas
daninhas (GOUFO et al., 2014). Entretanto, o aumento do CO2 no ambiente afeta
simultaneamente culturas e plantas daninhas, ou seja, a sintese de compostos
fendlicos pode ser também estimulada em ambas, podendo assim, estabelecer maior
interferéncia entre plantas cultivadas e daninhas.

Além do composto fendlicos, outras substancias quimicas de acao alelopatico
também podem ser estimulados pelo aumento do CO2. Para a espécie Mikania
micranta, por exemplo, o0 aumento do CO2 atmosférico resultou em maior emisséo de
B-Caryophyllene, um sesquiterpeno de acdo alelopatica sobre plantas vizinhas
(WANG et al.,, 2010). Desta forma, o aumento do CO2 pode alterar o potencial
alelopatico de plantas daninhas (WANG et al., 2010), bem como a resisténcia das
culturas a interferéncia dessas plantas, alterando consequentemente a interacao entre

elas.

Respostas Antioxidantes

Outra consequéncia dessa mudanca quimica da atmosfera € a modulacédo no
sistema antioxidante das plantas. Sob alto CO2 ocorre reducéo na taxa de pCO2/pOz,
e, consequentemente, reducdo na formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
na célula da planta (VURRO et al., 2009).

As EROs sdo produtos do metabolismo produzidos em todos os organismos
aerobicos (YILMAZ et al., 2017), devido ao desbalan¢o nas rotas metabdlicas, como
aumento da fotorrespiragao, 3-oxidacdo de acidos graxos e atividade da cadeia de
transporte de elétrons mitocondriais (NAUDTS et al., 2014; ABDELGAWAD et al.,
2015). Compreendem moléculas como superoxido (O27), peréxido de hidrogénio
(H202), oxigénio singleto (*O2), radical hidroxil (OH), hidroperoxil (HO2) e peroxil
(ROO*) que sado altamente reativas e podem prejudicar processos e estruturas

biolégicas, promovendo a oxidagcdo de DNA, aminoé&cidos e proteinas e a peroxidacao
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de lipideos da membrana e, podem resultar na morta celular (GRILL; TUTEJA, 2010;
ASADA, 1999). As EROs podem ainda agir como sinalizadores para ativacdo de
respostas a estresses e rotas de defesa. O acumulo das EROs resultante de diversos
estresses ambientais representa uma das maiores causas de perda de produtividade
nas culturas agricolas (GRILL; TUTEJA, 2010).

Para contorna os efeitos deletérios das EROs, as plantas desenvolveram um
robusto sistema de defesa antioxidante (MITTLER et al., 2004), enzimatico e nao
enzimatico. Dentre as enzimas que compdem 0 sistema antioxidante das plantas,
encontra se a superoxido dismutase (SOD) responsavel pela conversao de Oz em
H202, catalase (CAT), gutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase (APX) e
peroxidases (POD).

O sistema antioxidante das plantas € flexivel, o que significa que a contribuicdo
das diferentes enzimas que o compde pode mudar durante um estresse oxidativo
(bidtico ou abidtico) para manter o balanco redox na célula (YILMAZ et al., 2017).
Desta forma, o aumento do CO2 pode induzir a um estresse na planta, devido a maior
assimilacao de carbono pela fotossintese (LIN; WANG 2002; PINTO-MARIJUAN et
al., 2013; SGHERRI et al., 2000), aumentando a quantidade de ERO e a atividade
dessas enzimas. Segundo Cheeseman (2006), plantas de soja desenvolvidas em
condi¢éo de elevado CO:2 apresentaram aumento no contetdo de H20:2 nas folhas, de
aproximadamente 40% em relacdo a testemunha.

Por outro lado, decréscimo na atividade do sistema antioxidante nessas
condicdes, tem sido reportado em diversas espécies. O aumento da taxa CO2/02 e
provavel eliminacdo da fotorrespiragao em plantas C3, pode levar a um “relaxamento”
do sistema de defesa antioxidante das células (BADIANI et al., 1993). Vurro et al.
(2009), estudando o efeito do aumento da concentracdo de CO:2 na atividade das
enzimas antioxidantes em Thymus vulgaris observaram maior atividade da SOD em
comparacao ao controle, na primeira avaliagédo, retornando sua atividade semelhante
ao controle, nas avaliagcdes posteriores. J& as enzimas GPX e CAT apresentaram
reducdo de suas atividades em comparacdo as plantas controle, em todas as
avaliagbes. Ainda segundo esses autores, 0 aumento inicial da atividade da SOD em
condicBes de elevado CO:2 pode ser devido a presenca inicial de espécies reativas de

oxigénio, como Oz e H202, resultante da desregulacdo da fotorrespiracdo. A
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diminuicdo subsequente da atividade dessa enzima pode ser resultado da
aclimatacao/regulacdo da fotossintese em resposta a elevagdo do CO:2 (VURRO et
al., 2009).

OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do aumento da concentracdo de CO:2 atmosférico nos
processos fisioldgicos e bioquimicos da cultura da soja e das plantas daninhas
Amaranthus viridis e Euphorbia heterophylla, e a interacdo da soja com essas

espécies daninhas.

OBJETIVOS ESPECIFICO

1) Avaliar a habilidade competitiva de soja, caruru e leiteiro sob elevada
concentracéo de CO2 atmosférico;

2) Determinar as respostas fotossintéticas, metabdlicas e antioxidantes de soja,
caruru e leiteiro decorrentes do aumento nos niveis de CO2 na atmosfera e da
interacao entre essas espécies; e,

3) Avaliar as respostas nutricionais através do acumulo de massa seca e

macronutrientes em folhas de soja, caruru e leiteiro, em condi¢éo de elevado COo.
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CAPITULO 2 - Efeito do aumento do CO2 atmosférico na interacdo entre plantas
daninhas e soja

RESUMO: O aumento da concentracdo de CO: atmosférico decorrente
principalmente da queima de combustiveis fésseis e mudanca no uso do solo,
modifica o desenvolvimento das plantas, podendo alterar a interacdo entre plantas
daninhas e culturas. Esse estudo buscou avaliar a interagéo intra e interespecifica de
soja (Glycine max) e duas espécies de plantas daninhas: caruru (Amaranthus viridis)
e leiteiro (Euphorbia heterophylla), em duas condi¢cbes de CO2: 400 e 800 ppm. Os
experimentos foram desenvolvidos em camaras de topo aberto, por um periodo de 50
dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 6 repeticoes.
Inicialmente foi conduzido um experimento em série aditiva, para determinacdo da
densidade critica de cada uma das trés espécies. Posteriormente dois experimentos
foram desenvolvidos em série substitutiva para determinar a interferéncia
interespecifica entre soja e caruru, e, soja e leiteiro. As plantas foram avaliadas quanto
a producdo de massa seca e suas caracteristicas fotossintéticas. Os resultados
demonstraram que o aumento de CO: afetou diferentemente as trés espécies, sendo
gue o leiteiro foi mais favorecido com essa mudanca, em comparacdo com a soja € 0
caruru. A interferéncia intraespecifica de soja e caruru foram maiores em 800 ppm,
enguanto que de leiteiro foi maior em 400 ppm. A convivéncia da soja com ambas as
plantas daninhas resultou em prejuizo matuo, com diminuicdo da massa seca tanto
da soja quanto das plantas daninhas, nas duas condicfes de CO2. No entanto, quando
a soja se desenvolveu em convivéncia com leiteiro, a interferéncia interespecifica foi
maior em 800 ppm, reduzindo significativamente a massa seca total e a taxa
fotossintética liquida. A soja apresentou maior coeficiente de agressividade
comparado ao caruru, em ambas as concentracées de CO2, mas ndo em relacdo ao
leiteiro.

Palavras chave: Mudanca climéatica, Amaranthus viridis, Euphorbia heterophylla,
interferéncia intra e interespecifica.

CHAPTER 2 - Effect of increase of CO2 atmosphere on weeds and soybean
interaction

ABSTRACT: Increase of CO2 concentration in the atmosphere, mainly due to
the burning of fossil fuels and changes in soil use, modifies the plants development
and may alter the interaction between weeds and crops in this scenario. This study
aims to evaluate the intra and interspecific interaction of soybean (Glycine max) and
two weeds: slender amaranth (Amaranthus viridis) and wild poinsettia (Euphorbia
heterophylla), in two conditions of CO2: 400 and 800 ppm. The experiments were
carried out in open top chambers during 50 days. The experimental design was
completely randomized, with 6 replicates. Initially, three additive series (monoculture)
were carried out to determine the critical density of each species. Subsequently, two
experiments were carried out in replacement series (mixture of species) to determine



22

interspecific interference between soybean and slender amaranth, and soybean and
wild poinsettia. There were evaluated the dry mass production and photosynthetic
characteristics of plants. The results showed the CO: increase affected the three
species in different way, wherein the wild poinsettia was more beneficiated than
soybean and slender amaranth. The intraspecific interference of soybean and slender
amaranth were higher at 800 ppm of COz2, but for wild poinsettia, it was higher at 400
ppm. The coexistence of the soybean with both weeds resulted in mutual injury,
decreasing the dry mass of the crop and weeds, in both conditions of CO2. However
when soybean grown mixture with wild poinsettia, the interspecific interference was
higher at 800 ppm, reducing the total dry mass and photosynthetic rate. Soybeans
shows a greater coefficient of aggressiveness to slender amaranth, in both CO:2
concentrations, but not in relation to wild poinsettia.

Keywords: Climate change, Amaranthus viridis, Euphorbia heterophylla, intra and
interspecific interference.

INTRODUGCAO

O advento da tecnologia na agricultura tem possibilitado aumento crescente do
potencial produtivo da maioria das culturas. A cultura da soja, por exemplo, uma das
maiores e mais importantes commodities, aumentou, em média, 32,7 kg ha' ano™,
mais de 650 kg ha'! nas duas ultimas décadas, sendo que em alguns estados (RS e
SC) esse aumento foi ainda maior, ultrapassando 50 kg ha! ano! (BALBINOT Jr et
al., 2017).

A produtividade das culturas, no entanto, pode ser afetada pela ocorréncia de
alteracbes ambientais. Segundo o relatério do Painel Intergovernamental de
Mudancas Climaticas (IPCC), altera¢des na temperatura, na concentracéo de CO:2 e
na pluviosidade podem afetar significativamente a agricultura mundial, colocando em
risco a producdo de alimentos (IPCC, 2014). E reconhecido que a queima de
combustiveis fosseis e mudangas no uso do solo tem contribuido significativamente
para o aumento das concentracdes atmosférica de COz, chegando a 407,07 ppm, em
julho de 2017 (NOAA, 2017), e deve continuar aumentando, podendo chegar a 750
ppm até final do século XXI (IPCC, 2013).

O CO:2 é o substrato essencial para o processo fotossintético que ocorre nas
plantas, sendo que o0 aumento deste gas na atmosfera pode impactar

significativamente o desenvolvimento das plantas (JING et al., 2016). Outro fator que
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também pode limitar ou até mesmo diminuir a produtividade das culturas sdo as
condi¢des bioldgicas do ambiente, como a ocorréncia de doencgas, pragas e plantas
daninhas.

A respostas ao aumento do CO2 atmosférico ndo ocorre de forma uniforme ou
similar entre as espécies (JABLONSKI et al., 2002), podendo variar até mesmo entre
cultivares (KORNER, 2000). Os impactos de plantas daninhas favorecidas pela
mudanca climatica ja produzem enormes custos, mas essas plantas tém sido pouco
consideradas nos estudos com enriquecimento de CO2, até comeco século XXI
(CHAPIN et al., 2000). Durante sua evolucdo, as plantas daninhas tém
frequentemente se adaptado as mudancas ambientais, podendo ser observado que
seu crescimento e desenvolvimento foram favorecidos pelo aquecimento global
(WELTZIN et al.,, 2003; ZISKA, 2003). Segundo Patterson (1995), em um futuro
proximo, o aumento da concentragdo de CO2 e a competicdo por agua podem
desempenhar um dos papéis mais importantes na interacdo cultura-planta daninha.

Desta forma, estudos que buscam entender o processo competitivo entre planta
daninha e cultura sdo de extrema importancia. Dentre as metodologias existentes, 0s
esquemas substitutivos sdo uma alternativa para a compreensédo do processo de
interferéncia entre plantas, especialmente quando relacionado com o estudo do efeito
da densidade e da proporcao entre plantas em uma comunidade infestante (SILVA,
2012). Os experimentos substitutivos fornecem informacdes sobre a competitividade
de culturas agricolas, a supressédo de plantas daninhas e a hierarquia competitiva
entre espécies cultivadas e daninhas, sendo informacdes importantes no
desenvolvimento de praticas mais eficientes no manejo de plantas daninhas (BIANCHI
et al., 2006).

Destaca-se ainda que o conhecimento das respostas de cada espécie e a
interacdo entre elas frente as mudancas ambientais sdo de extrema importancia,
e permitem tracar praticas adequadas de manejo nos sistemas agricolas
(ROGERS; DAHLMAN, 1993), racionalizando seu uso, com consequente redugao
no impacto ambiental e social.

Desta forma, formulou-se a hipotese de que o aumento do CO2 atmosférico
promove maior crescimento de plantas de metabolismo fotossintético C3 e influencia

nas relacdes intra e interespecificas entre plantas de soja, caruru e leiteiro. Esse
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trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar a interagéo intra e interespecifica
de soja, caruru e leiteiro no desenvolvimento inicial dessas espécies, em

consequéncia do aumento da concentracdo de CO2 do ambiente.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das sementes e producao das mudas

As sementes das duas espécies de plantas daninhas foram obtidas através da
empresa Agrocosmos (especializada na comercializacdo de sementes de plantas
daninhas) e a cultivar de soja utilizada foi M7110 ipro RR, de ciclo precoce (~110 dias),
da empresa Monsanto®. As sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno
com 128 células, utilizando composto vegetal (Plantmax®). Quando as mudas se
encontravam com o primeiro par de folhas verdadeiras, foi realizado o transplante para
0s vasos com capacidade de 7 L, preenchidos com mistura de solo e areia na
proporgéo 2:1 (v/v) e em seguida transferidos para as camaras de topo aberto (OTCs).

Os dados da analise quimica do solo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Analise quimica de uma amostra composta do solo utilizado.
pH M.O. . P S . Ca Mg Na K Al H+A_I3 S.B. CTC V% mY%
CaCl gdm™ ----- Lo e L I ———— mmolc dm=3-------eeeeeeo-

5,8 26 16 21 41 11 NS 4,6 0 23 56,2 79,2 71 1

Conducéao dos experimentos

Os experimentos foram desenvolvidos em camaras de topo aberto (OTC’s —
“Open Top Chambers”), instaladas na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, USP
Ribeirdo Preto, no periodo de maio a agosto. As OTC’s foram construidas com
estrutura metalica revestida por um filme plastico, com dimensdes de 1,5 m de altura
por 1 m de diametro. Foram utilizadas seis camaras, sendo trés dessas com
concentragdo de CO2 de aproximadamente 400 ppm (tratamento ambiente) e trés de
800 ppm (tratamento elevado CO2). Para que as camaras com elevado CO:2

mantivessem a concentracdo em torno de 800 ppm foi acoplado um cilindro de CO:
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(33 kg), através de uma tubulacdo externa. O CO: injetado foi misturado ao ar do
ambiente através de um ventilador presente na camara, forcando a entrada no ar nas
camaras (Figura 1 A e 1B). O enriguecimento de CO: foi mantido diariamente durante
o periodo diurno, das 06 as 18 horas, de forma automética através de timer interligado
as valvulas solenoides de gés (Figura 1 C e 1D). Por ser um sistema semiaberto,
considerou-se variacao de 10% () da concentracédo de CO2. A Figura 2 apresenta a
variacao da concentracdo de CO2 dentro das camaras ao longo do dia, e a variagao

de temperatura no ambiente de desenvolvimento dos experimentos.

Figura 1. Camaras de topo aberto (OTC) utilizadas nos experimentos. Tratamento
controle, sem injecdo de CO:2 (A), tratamento enriqguecido com CO:2 (B),
valvulas solenoides de liberagdo do CO:2 (C) e timers de acionamento das
valvulas solenoides (D).
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Figura 2. Variagdo média da concentragédo do COz no interior das camaras de OTC e
temperatura, avaliados durante o periodo experimental (maio a agosto de
2016).

A irrigacédo foi automatizada, com um sistema de gotejo acionado por um timer
trés vezes ao dia, perfazendo um total de 350 mL dia, volume necessario para manter

0 substrato na capacidade de campo.
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Para manutencao das boas condi¢fes sanitarias das plantas, foram realizadas
aplicacbes preventivas e curativas de inseticida (Profenofos + Lufenuron — 75+ 7,5 g

hal) e fungicidas (Fluxapiroxade + Piraclostrobina — 58,45 + 116,55 g ha™).

Experimento de interferéncia intraespecifica (série aditiva)

Inicialmente, as plantas daninhas, caruru e leiteiro, e a soja foram cultivadas
separadamente, ou seja, sem coexisténcia uma da outra, com o objetivo de determinar
a densidade critica das populacdes (plantas m?) a partir da qual a matéria seca por
unidade de area (g m) torna-se independente da populagéo, de acordo com a “lei de
producao final constante” (RADOSEVICH, 1987). Para tanto, foram utilizadas as
densidades de 1, 2, 4 e 8 plantas por vaso, equivalendo a 200, 400, 800 e 1.600
plantas m?2. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 6
repeticbes, em esquema fatorial 4x2, sendo quatro densidades (200, 400, 800 e 1.600
plantas m) e duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 800 ppm).

Aos 50 dias apos o transplante, as plantas foram avaliadas quanto as suas
caracteristicas fotossintéticas, no periodo das 9 as 12 horas, utilizando a segunda
folha totalmente expandida de cada planta daninha e no segundo trifélio (foliolo
central) para a soja. Avaliou-se também a &rea foliar e a massa seca de parte aérea.

Para analisar as caracteristicas fotossintética foi utilizado um aparelho
analisador de gas no infravermelho (IRGA; Li-Cor 6400), acoplado a uma camara que
permite o controle de luz (1500 umol m~ s1), temperatura (25°C) e concentragdo de
COs2. Todas as avaliagBes de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manha,
das 8 as 11 horas. Foram mensurados os dados de taxa fotossintética liquida (A; umol
CO2 m~? s1), taxa transpiratéria (E; mol H20 m s1), condutancia estomatica (gs; mol
m2 s1), a relagdo carbono interno/carbono externo (Ci/Ca; umol CO2 mol?), e
estimado a eficiéncia instantanea da transpiracdo (EIT; umol mol?), através da razéo
A/E (NOBEL, 2001) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA; umol mol?),
atraves da razdo A/gs. A concentracéo de CO:2 dentro da camara do IRGA foi similar

a estabelecida para as plantas cultivadas, 400 ou 800 ppm.
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A metodologia para a obtencdo da populacdo critica foi de acordo com o
descrito por Spitters (1990). Com os valores obtidos de massa seca, foi calculado o

reciproco da massa (1/w) através da formula:
1 N
WY
No qual, o reciproco é a relacéo entre a densidade de plantas (N) e a biomassa
produzida por unidade de area (Y). Com os valores do reciproco, foi gerada uma

analise de regresséo linear de modelo:

1
— = 1 N
W b0 + b1 X

Em que o valor de b significa a biomassa que uma planta isolada produz e que
€ aumentada em bi unidades a cada aumento na populagdo da dita espécie. A

producdo maxima de biomassa da espécie € dada pelo inverso de ba:

Ymax = —
max bl

E a densidade critica da populacao foi ajustada por uma equacao da biomassa

produzida em funcéo da densidade:

¥ = N
~ b0O+b1 X N
Sendo que a populacao critica € uma populagéo proxima do valor de Y max.

Experimento de interferéncia interespecifica (série substitutiva)

Na sequéncia, utilizando a densidade critica determinado no experimento de
aditivo, dois experimentos foram realizados em série de substituicdo. Em cada série,
as proporcgdes entre plantas de soja e caruru (experimento 1) e entre soja e leiteiro
(experimento 2) foram de 100:0 (estande puro de soja), 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100%
(estande puro de caruru ou leiteiro).

Aos 50 dias ap6és o transplante, as plantas de soja e de plantas daninhas foram
avaliadas quanto a massa seca de parte aérea. Para a soja, foram mensuradas
também as caracteristicas fotossintéticas, seguindo os critérios adotados na seérie

aditiva.



29

Os dados de massa seca foram analisados de forma qualitativa e quantitativa,
por meio de analise gréfica seguindo os modelos propostos por de Wit (1960).

Para a analise qualitativa, também chamada de método convencional para
experimentos substitutivos (AGOSTINETTO et al., 2008), foi necessério calcular a
produtividade relativa da biomassa da parte aérea de cada tratamento e espécie.

Para a obtencdo da produtividade relativa (PR — “YR: Yield Relative”) foi
utilizada a férmula da produtividade relativa em funcédo da densidade descrita por
Cousens e O’Neil (1993):

Ymist

YR=p X
p Ymax

Sendo p a densidade porcentual da espécie em questdo, variando de 0 a 1,
Ymist é a produtividade do tratamento em coexisténcia com a segunda espécie (“Yield
misture”) e Ymax € a produtividade da espécie quando em monocultura obtida no
experimento (“Yield maximum?”).

Foi confeccionado, entdo, um grafico de dispersdo com os dados da
produtividade relativa (PR) de cada espécie e a produtividade relativa total (PRT), que
€ a soma das produtividades relativas das espécies em separado. Também foi
colocada a linha de igualdade tedrica, que representa a produtividade relativa se
nenhuma das espécies sofresse interferéncia alguma, que vai de 0 a 1 para as
espécies em separado, e uma reta em 1, para a producdo relativa total. Quando os
valores de uma espécie estdo acima da reta de igualdade, houve aumento na
producao relativa da mesma. Se os valores estao abaixo da mesma, houve diminui¢ao
da produtividade (HARPER, 1977).

Para a analise quantitativa, foi calculado o coeficiente relativo de
superpopulacédo (CRS) proposto por Wit (1960), que mede a agressividade das duas
espécies, para proporcao de planta na densidade critica adotada, utilizando a seguinte

formula:

MSs convivéncia
MSpd convivéncia

( MSs monocultura )
MSpd monocultura

CRS =

Em que MSs representa a massa seca da soja e MSpd a massa seca da planta

daninha (caruru ou leiteiro).
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Analise dos dados

Os dados das variaveis area foliar e as caracteristicas fotossintética foram
submetidas a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os dados de massa seca obtidos nas séries aditivas e substitutivo foram

submetidos a analise de regressao, utilizando o software estatistico Origin Lab 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Interferéncia Intraespecifica (série aditiva)

Os resultados dos experimentos de monocultivo, analisados de acordo com a
producéo final constante, estdo representados nas Figuras 3 a 5. A produ¢do maxima
esperada de massa seca de parte aérea (Y max) para a soja foi de 4.701,92 e 4.001,83
g m? (Figuras 3 A e B), e para o caruru foi de 1.365,98 e 1.333,62 g m? (Figuras 4 A
e B), nas condicdes de 400 e 800 ppm de COz, respectivamente. Para o leiteiro, 0 Y
max foi maior a 800 ppm (1.564,84 g m?) em comparacéo a 400 ppm (1.056,30 g m"
2) (Figuras 5 A e B). Com base no Y max tedrico, observa-se que somente o leiteiro
foi favorecido com o aumento do CO2 atmosférico, elevando sua producdo esperada
em 32%. Diferentemente, para a soja e para o caruru, esse aumento de CO:2 resultou
em reducao na producdo méaxima de aproximadamente 15% e 2,3%, respectivamente.

Com base na equacdo linear, observou-se que a cada planta de soja acrescida
a populacao, a massa seca por planta foi reduzida em 0,00021 g quando em condi¢ao
de 400 ppm de CO2 e em 0,00025 g em 800 ppm. Igualmente para o caruru, a cada
planta acrescida a populacdo, a massa seca por planta foi reduzida em 0,00073 e
0,00075 g, nas condi¢cdes de 400 e 800 ppm, respectivamente. Resultado diferente foi
observado para o leiteiro, em que a maior reducdo na massa seca por planta ocorreu
a 400 ppm (0,00095g) em comparacao a 800 ppm (0,00064 g). A quantidade de
plantas necessaria para o acumulo de biomassa ser 50% da produgdo maxima
esperada (Kn) foi de 3.962,87 e 2.496,86 plantas m para soja, 132,42 e 38,49 plantas
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m-2 para caruru, e 240,73 e 389,85 plantas m para leiteiro, a 400 e 800 ppm de COz,
respectivamente.

Quanto maior o numero de plantas necessario para atingir 50% da producéo
maxima esperada, ou seja, quanto maior o Kn, menor a interferéncia intraespecifica
da espécie. Desta forma, com base na reducdo de massa seca por planta e no valor
de Kn, fica evidente que tanto a soja quanto o caruru apresentaram maior interferéncia
intraespecifica a 800 ppm de CO:2. Diferentemente, o leiteiro apresentou maior
interferéncia intraespecifica a 400 ppm. Esses dados podem justificar o fato de
somente o leiteiro ter apresentado maior producdo esperada (Y méax) a 800 ppm,
provavelmente nessa condigéo, a capacidade de uso dos recursos do meio por essa

espécie é maior.
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Figura 3. Reciproco da massa (A) e producao esperada (B) de massa seca de parte
aérea de soja em duas condi¢des de CO2, 400 e 800 ppm.
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Figura 4. Reciproco da massa (A) e producao esperada (B) de massa seca de parte
aérea de caruru em duas condicbes de COz2, 400 e 800 ppm.
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Figura 5. Reciproco da massa (A) e producao esperada (B) de massa seca de parte
aérea de leiteiro em duas condi¢des de CO2, 400 e 800 ppm.

O aumento d

0 CO2 na atmosfera é citado na literatura como “efeito fertilizante”

para as plantas, principalmente para espécies C3, acarretando em maior assimilacao

de COz e crescimen

podem ser anulado

to vegetal (LONG et al., 2006). No entanto, esses efeitos benéficos

s pelo aumento da temperatura e diminuicdo da disponibilidade

hidrica, como previsto pelo aquecimento global (STRECK; ALBERTO, 2006), que
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poderdo em conjunto reduzir a produtividade de 10 a 30% nas regides tropicais (LONG
et al., 2006).

Esses dados devem ser levados em consideragcao no presente trabalho, uma
vez que as espéecies C3 aqui estudadas apresentaram respostas diferenciadas quanto
a producao de massa seca esperada, com aumento da concentracdo de CO2. Em
sistemas de OTC, embora haja circulacdo de ar dentro das camaras, o filme plastico
utilizado para revestimento das mesmas pode levar ao aumento da temperatura e do
déficit de pressao parcial de vapor d’agua no interior das camaras (LEAKEY et al.,
2009; DERMODY et al., 2008). Desta forma, para a soja esse aumento de
temperatura, aproximadamente 2 °C no experimento atual como demonstrado na
Figura 3 pode ter sido a causa da reducao na produtividade esperada. Por outro lado,
o leiteiro, por ser uma espécie daninha, as quais apresenta maior rusticidade, foi
menos impactada por esse aumento de temperatura, podendo assim aproveitar
melhor o efeito benéfico do CO..

Informacdes do efeito do aumento do CO2 em espécies C4 €& bastante
guestionavel, sendo que alguns autores afirmam que o incremento desse gas na
atmosfera ndo apresenta um efeito direto na produtividade, como observado para
espécies C3 (GHANNOUM et al., 2000; KIMBALL et al., 2002; AINSWORTH; LONG,
2005). No presente trabalho, observa-se que a produtividade esperada para o caruru
foi ligeiramente menor em 800 ppm, apenas 2,3%. Isso porque espécies C4 séo
naturalmente adaptadas as temperaturas mais elevadas e, portanto, o aumento da
temperatura no interior das camaras teve menor impacto sobre estas, quando
comparadas a soja. No entanto, € importante lembrar que embora houve maior
temperatura nas camaras comparado ao exterior, esta ndo atingiu o 6timo para o
desenvolvimento de uma planta C4, em torno de 35 — 40 °C.

O valor da populagdo acima do qual ndo houve acréscimo significativo para
producéo esperada, foi de aproximadamente 1.600 plantas m para o caruru. Como
a soja e o leiteiro ndo atingiram o Y max (aproximadamente 9.380 e 12.000 plantas m"
2, respectivamente), foi utilizado a densidade critica do caruru para o experimento
substitutivo, seguindo a exigéncia desse tipo de delineamento, para o qual deve ser
utilizada a menor densidade critica entre as espécies trabalhadas (JOLLIFFE et al.,
1984).
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A variavel area foliar das trés espécies corrobora os dados de producgéo
esperada. N&o houve diferenca na area foliar de caruru entre 400 e 800 ppm de COz,
mas houve diferenca entre as densidades, sendo que quanto maior o nimero de
plantas por metro quadrado maior a area foliar acumulada (Tabela 2). Observa-se
ainda que para essa espécie a area foliar acumulada tendeu a estabilizar-se nas
maiores densidades, assim como observado com a producao de massa seca (Figura
4B). Isso porque nas maiores densidades pode ocorrer competicdo intraespecifica,
limitando o0 acumulo de area foliar e reduzindo a area foliar por planta.

Para a soja também néo foi observada diferenca na area foliar entre 400 e 800
ppm, mas houve diferenca entre as densidades, sendo maior a area foliar acumulada
guanto maior o numero de plantas por unidade de area (Tabela 2). J4 para o leiteiro,
houve diferenca estatistica para ambos os fatores estudados, CO2, para o qual a area
foliar foi maior a 800 ppm, e densidade, em que quanto maior o nimero de plantas
por metro quadrado maior a area foliar acumulada (Tabela 2). Para a soja e o leiteiro,
os valores de area foliar acumulada corroboram suas respectivas produ¢des de massa
seca (Figuras 3 e 5B), os quais ndo estabilizam nas maiores densidades, ou sejam,

nao atingem o Ymax.

Tabela 2. Area foliar de plantas de soja, caruru e leiteiro em funcdo da concentracio
de CO:2 e densidade de plantas.

SOJA CARURU LEITEIRO
Concentracao de CO2 (ppm)

400 234,26 a 1763,82 a 774,09 b
800 257,43 a 1770,05 a 1146,90 a
Densidade (plantas m?)

200 92,08 c 1336,99 b 568 24 c
400 140,10 ¢ 1753,91 ab 694,82 c
800 272,57 b 1958,84 a 1151,2 b
1600 478,62 a 2018,00 a 1427,71 a
Valor F
CO2 3,69ns 0,00ns 32,12**

Dens 205,25** 6,71 36,90**
CO2 X Dens 1,56** 0,13ns 3,44**
CV 12,0 19,0 19,4

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo difere entre si. NS=n&o significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.
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As trés espécies evidenciaram caracteristicas fotossintéticas diferentes
(Tabelas 3 a 5). Houve diferenca na taxa fotossintética liquida (A), relacdo carbono
interno/carbono externo (Ci/Ca), eficiéncia instantanea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) de soja entre 400 e 800 ppm de COg,
sendo essas variaveis maiores em condicdo de 800 ppm. Entretanto, ndo houve
diferencas entre as densidades ou interacdo entre os dois fatores estudados para
nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 3). Os valores de A, Ci/Ca, EIT e EiUA foi,
em média geral, aproximadamente 37, 6, 39 e 45% maior em 800 ppm,

respectivamente.

Tabela 3. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomética (gs), relacao Ci/Ca,
taxa transpiratéria (E), eficiéncia instantanea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas de soja.

A gs Ci/Ca E EIT EiUA
Concentracao de CO2 (ppm)
400 777 b 0,17 a 0,75b 2,25a 350b 42,48b
800 12,25 a 0,16 a 0,80 a 2,15a 5,71a 76,99 a
Densidade (plantas m?)
200 11,29 a 0,20 a 0,77 a 2,31la 490a 60,89 a
400 10,80 a 0,15a 0,77 a 2,29 a 499a 64,24a
800 10,12 a 0,18 a 0,78 a 2,33 a 434a 56,57 a
1600 7,81 a 0,14 a 0,78 a 1,86 a 421a 57,26a
Valor F

CO2 26,67** 0,04ns  20,96** 0,43ns 91,34**  60,59**
Dens 3,15ns 1,76ns 0,90ns 2,01ns 2,86ns 0,64ns
CO2 X Dens 0,81 ns 1,02ns 0,72ns 0,03ns 0,93ns 0,16ns

Cv 21,2 30,5 3,1 17,8 12,3 18,2

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra néo difere entre si. NS=nao significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.

Para o caruru, observa-se na Tabela 4 que houve diferenca estatistica entre
400 e 800 ppm para as variaveis A, condutancia estomatica (gs) e EIT. Ja para o
segundo fator estudado, densidade, observa-se reducéao significativa nos valores de
A, gs e taxa transpiratéria (E) com o aumento da densidade de plantas.

Resultados semelhantes ao caruru foram observados também em plantas de
leiteiro, nas quais houve relacdo inversamente proporcional da densidade de plantas
para as variaveis A, gs e E (Tabela 5). No entanto, ndo houve diferenca entre as

concentracdes de CO:2 ou interacéo entre os dois fatores.
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Tabela 4. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), relacéo Ci/Ca,
taxa transpiratoria (E), eficiéncia instantdnea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas de caruru.

A gs Ci/Ca E EIT EiUA
Concentracao de CO2 (ppm)
400 8,12 a 0,05 a 0,32 a 1,03 a 7,78a 172,85a
800 6,34 b 0,04 b 0,32 a 1,09 a 584b 169,50 a
Densidade (plantas m?)
200 10,76 a 0,06 a 0,32 a 1,52 a 7,17a 168,98 a
400 7,56 b 0,04 b 0,29 a 1,07Db 7,12a 180,13 a
800 6,04bc 0,03bc 0,32a 0,89b 7,00a 174,35a
1600 4,56 c 0,02 c 0,37 a 0,77 b 596a 161,24 a
Valor F

CO2 7,84* 8,57** 0,00ns 0,49ns 17,70  0,27ns

Dens 17,33*  22,31** 1,80ns 15,03** 1,56ns 1,56ns

CO2 X Dens 0,40ns 0,55ns 0,15ns 0,87ns 0,21ns 0,13ns

CV 21,6 18,7 18,2 19,6 16,5 9,2

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo difere entre si. NS=n&o significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo & 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.

Plantas de metabolismo C3, como a soja e o leiteiro, tem melhor
aproveitamento do CO: através de aumento da taxa fotossintética, quando o mesmo
se encontra em concentragdes mais elevadas na atmosfera. Isso ocorre porque nas
condigcbes ambientais atuais o O2 compete com o CO:2 pelo sitio ligacdo da enzima
rubisco, resultando, assim, na perda de carbono por fotorrespiracdo. Com o aumento
da concentracao desse gas na atmosfera, aumenta também a competicao deste frente
ao O2 e cessa ou reduz significativamente a fotorrespiracédo, levando a um aumento
da fotossintese, como observado para soja no presente trabalho. O mesmo néo tende
a ocorrer para plantas de metabolismo C4, uma vez que nas condigcdes ambientais
atuais (~ 390 ppm) essas plantas ja encontram-se com maxima saturacdo de COz2 no
sitio da rubisco, devido sua anatomia diferenciada. Além disso, como plantas C4
respondem mais com concentracao de COz, a quantidade de enzimas rubisco nessas
plantas € menor em comparacao as plantas C3, o que faz com que essas nhao

respondam de forma positiva ao aumento atmosférico desse gas.
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Tabela 5. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), relacéo Ci/Ca,
taxa transpiratoria (E), eficiéncia instantdnea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas de leiteiro.

A gs Ci/lCa E EIT EiUA
Concentracao de CO2 (ppm)
400 5,87 a 0,04 b 0,49 b 1,05a 466a 13291a
800 4,85 a 0,06 a 0,57 a 1,28 a 451a 104,35a
Densidade (plantas m?)
200 8,05a 0,06 a 0,55a 1,70 a 469a 158,25a
400 5,96 ab 0,06 a 0,51 a 1,29 ab 465a 106,98 a
800 439b 0,04ab 0,55a 0,99 bc 429a 99,99 a
1600 3,04 b 0,03 b 0,51 a 0,69 c 470a 109,31a
Valor F

CO2 1,69ns 12,14** 6,51* 2,94ns 0,19ns 1,68ns
Dens 7,51** 5,95** 0,37ns 10,53** 0,33ns 1,47ns
CO2 X Dens 0,24ns 0,26ns 0,94ns 0,56ns 1,34ns 0,33ns

CVv 35,9 21,2 14,5 28,0 18,2 45,5

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo difere entre si. NS=n&o significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.

Embora plantas C3 apresentam melhor performance com o incremento de COz,
este deve ser acompanhado de um suprimento nutricional adequado, caso contrario
esse favorecimento fotossintético pode néo ser observado (TAIZ e ZAIGER, 2006).
Isso pode justificar o fato de leiteiro néo ter tido aumento na taxa fotossintética em 800
ppm, como a soja. Segundo Zeng et al. (2011), aumentos dos niveis de CO: alterou a
competicdo entre arroz e Echinochloa crusgalli em favor do arroz, uma vez que a
absorcdo e concentracdo de N, P, K foi maior no arroz em comparacdo a planta
daninha. O N também demonstrou ser o fator limitante para aumento da massa seca
de arroz em condi¢éo de elevado CO2 (ZHU et al., 2008). Desta forma, por ser uma
leguminosa com alta capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio do solo, a soja
pode ter sido mais favorecida em relacdo ao leiteiro, permitindo assim aproveitar
melhor o incremento de CO2. Segundo Rogers et al. (2006), leguminosas podem evitar
a limitagc&o de N sob alto CO2 devido a capacidade de fixacdo simbiotica de N com as
bactérias. Em estudo realizado, esses autores verificaram também que o aumento do
CO:2 atmosférico pode contribuir para maior fixacdo de N em soja, atraves da troca de
C por N com as bactérias fixadoras (ROGERS et al., 2006).

Outro fator importante a observar neste trabalho é que as plantas daninhas

apresentaram maior interferéncia intraespecifica em comparacdo a soja. Isso pode
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ser justificado através da reducdo dos valores de gs a medida que se aumentou a
densidade de plantas, que levou, consequentemente, a reducao também de E e A.

O volume de solo explorado pelo sistema radicular, a eficiéncia no uso da agua
e a capacidade de extracdo da agua do solo determinam a capacidade competitiva de
uma planta por esse recurso (PROCOPIO et al., 2004). A resposta mais significativa
das plantas a deficiéncia hidrica consiste no fechamento dos estébmatos. Quando as
plantas s@o expostas a situacdes de deficiéncia hidrica, exibem frequentemente
respostas fisioldgicas que resultam, de modo direto, na economia de agua. Assim, a
conduténcia estomética tem relacdo direta com a disponibilidade hidrica no solo
(BIANCHI et al., 2006).

Os baixos valores de A observados para as trés espécies deve-se a época do
ano em que foi desenvolvido o experimento e também as condi¢cdes do experimento.
O experimento de séria aditiva foi desenvolvido durante os meses de maio a agosto
de 2016, época que naturalmente tém-se reducdo da quantidade de luz/dia. Além
disso as estruturas de OTC reduz em torno de 10% a quantidade de luz dentro dessas
camaras devido a filtragem de luz que ocorre pelo plastico que envolve as camaras.
No entanto, essa menor quantidade de luz ndo compromete os resultados do
experimento, uma vez que as trés espécies foram submetidas as mesmas condi¢ces

de conducéo e receberam os mesmos tratamentos de CO: e densidade.

Interferéncia Interespecifica (série substitutiva)

Analise grafica em série substitutiva considera que se a producao relativa (PR)
resultar em linha reta ndo ha efeito de uma espécie sobre a outra ou a habilidade das
espécies em interferir uma sobre a outra é equivalente; se a PR resultar em linha
cbncava, significa que ocorre prejuizo ao crescimento de uma ou ambas as espécies
envolvidas; e se a PR resultar em linha convexa, ocorre beneficio ao crescimento de
uma ou ambas as espécies. Para producdao relativa total (PRT), se a mesma resultar
em linha reta, sendo igual a um, significa que a competicdo ocorre pelos mesmos
recursos ambientais; sendo superior a um (convexa) nao ocorre competicao, devido
ao suprimento de recursos superar a demanda ou porque as espeécies possuem

diferentes nichos ecoldgicos; quando inferior a um (cdncava), significa que ocorre
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antagonismo, com prejuizo mutuo das espécies envolvidas (RADOSEVICH et al.,
1997).

Os valores da PR e PRT obtidos na mistura das duas espécies (soja X caruru
e soja X leiteiro) desviaram da linha de producdo esperada em ambas as
concentracbes de CO2 (Figuras 6 e 7). No primeiro experimento, soja X caruru, as
duas espécies produziram massa abaixo do esperado, apresentando uma curva
cbncava, demonstrando que o convivio dessas espécies prejudica o acumulo de
massa seca para ambas as espécies. Essa reducdo nas RPs das espécies reduziu
também a PRT (50:50) a 57 e 64%, nas condi¢cdes de 400 e 800 ppm de COg,
respectivamente (Figuras 6 A e B). O mesmo ocorreu no segundo experimento, soja
X leiteiro, no qual a coexisténcia das espécies reduziu a eficiéncia de capitacao de
recurso para ambas. O acumulo de biomassa do conjunto (soja + leiteiro) também foi
inferior a 1, diferindo significativamente entre as duas condi¢gdes ambientais. O Y total
(PRT) evidenciou reducdo da massa conjunta (50:50) de aproximadamente 22%, de
400 para 800 ppm (Figura 7 A e B).

Com base nas equacdes polinomiais das séries e considerando uma populacao
com infestacdo de 10% de plantas daninhas, observa-se que o convivio da cultura
com o caruru reduziu sua produtividade em 12 e 13%, a 400 e 800 ppm de COgo,
respectivamente. Ja em coexisténcia com o leiteiro, a soja teve sua produtividade
reduzida em 18 (400 ppm) e 21% (800 ppm).

Os resultados desse trabalho corroboram os de Valerio et al. (2011), que
estudando a interacdo entre tomateiro e Amaranthus retroflexus em convivéncia,
observaram que o aumento da concentracao de CO2 resultou em estimulo significativo
da massa seca total de tomate em relagdo ao caruru. Esses autores observaram
também que o aumento do CO: deslocou a linha de intersecc¢édo entre a massa seca
de tomate e caruru para a direita, ou seja, com o aumento do CO2, maior quantidade
de caruru foi necessaria para reducao da massa seca de tomate. Ainda segundo esses
autores, é esperado que plantas com metabolismo fotossintético C3 apresentem uma
vantagem competitiva em relagao a C4 sob alto CO2, uma vez que esta ndo apresenta
um custo metabolico de concentrar o COz2 no sitio de carboxilagédo (VALERIO et al.,
2011).
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Figura 6. Producéo relativa (matéria seca da parte aérea) de soja (—), caruru (---) e
total (---) a 400 ppm (A) e 800 ppm (B) de COz2, no modelo substitutivo.
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Figura 7. Producéo relativa (matéria seca da parte aérea) de soja (—), leiteiro (---) e
total (--~-) a 400 ppm (A) e 800 ppm (B) de CO2, no modelo substitutivo.
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Por meio da andlise do coeficiente relativo de superpopulacéo (CRS) observa-
se que quando em convivéncia com o caruru, a soja foi mais agressiva que a planta
daninha (CRS>1) nas proporgbes 75:25 e 50:50 (S:C), sendo que somente na
propor¢cdo 25:75 o caruru se mostrou mais agressivo que a cultura. J& quando em
convivéncia com leiteiro, somente na populacdo com maior propor¢ao de soja (75:25)
€ que esta se mostrou mais agressiva que o leiteiro. Isso ocorreu de forma semelhante
para ambas as concentracdes de CO2 (Tabela 6). Considerando uma populagéo com
proporgdes iguais de cultura e planta daninha (50:50), na densidade de plantas
estudada (1.600 plantas m™), para a soja o convivio com uma planta de caruru
resultou em menor interferéncia em comparacdo ao convivio com uma planta de
leiteiro. E importante observar ainda que as mudancgas previstas nos niveis de CO2
atmosférico ndo deve alterar essas caracteristicas uma vez que em 800 ppm as
plantas de leiteiro foram ainda mais agressivas que a soja. No entanto, observa-se
gue o aumento do CO:2 na atmosfera tende a aumentar a agressividade da soja em

relacéo ao leiteiro, uma vez que o CRS foi de 0,87 para 0,93.

Tabela 6. Coeficiente relativo de superpopulacdo (CRS) da soja para as séries de
substitutivo, soja em convivéncia com caruru (S X C) e soja em convivéncia
com leiteiro (S X L).

Série de Soja X Caruru Soja X Leiteiro
substitutivo
400 ppm 800 ppm 400 ppm 800 ppm
75:25 2,923 2,924 2,287 7,013
50:50 1,603 1,174 0,865 0,929
25:75 0,404 0,378 0,250 0,272

Os parametros de trocas gasosas da soja em convivéncia com caruru estao
representados na Tabela 7. Observa-se que ndo houve diferenca estatistica da A e E
entre as duas condicbes de CO2, mas houve diferenca entre as densidades, sendo
gue estas variaveis aumentaram a medida que se reduz a densidade da soja e se
aumenta a de caruru. A gs também foi maior conforme diminuiu a propor¢édo da soja

e aumentou a de caruru. Porém, para essa variavel, foi observada diferenca entre 400
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e 800 ppm de COz2, sendo que as plantas de soja tendem a reduzir a gs a medida que
aumenta a concentracdo desse gas na atmosfera. A relagdo Ci/Ca, que representa a
guantidade de carbono interno (na camara subestomatica) em relacdo ao carbono
externo, também foi menor em 400 ppm, mas nao diferiu entre as densidades de
plantas.

Para a manutencdo da taxa fotossintética com a reducdo da abertura
estomatica, had necessidade de maior eficiéncia em consumir o carbono que se
encontra internamente ao mesofilo foliar (AC) e, assim, diminuir a razdo Ci/Ca
(LEMOS et al., 2012). Segundo Firmano et al. (2009) e Kron et al. (2008), a reducao
apenas parcial da abertura estomatica limita mais fortemente a transpiracédo do que a
entrada de COz. Torres e Schiavinato (2008) afirmam que a vantagem ecologica que
as plantas obtém ao regular a transpiracdo é manter uma relacao linear com a EUA,
otimizando assim as trocas gasosas.

No presente trabalho, o maior fechamento estoméatico em 800 ppm né&o foi
suficiente para limitar a entrada de CO2 e a perda de agua pela transpiracdo (E), no
entanto, pode se afirmar que a eficiéncia em assimilar esse carbono na célula foi
baixa, uma vez que a relacédo Ci/Ca aumentou, fazendo com que A nao diferisse entre
400 e 800 ppm. Com a reduc¢éo da gs e manutencao de A, houve maior EIUA em 800
ppm.

Nessa série substitutiva de soja e caruru, observa-se ainda que, com excec¢ao
da E, ndo houve diferenca entre as densidades para nenhum das variaveis analisadas
em 400 ppm, mas quando submetidas a uma atmosfera enriquecida de COz2, a plantas
passam a apresentar diferenca entre as densidades, para as variaveis, A, gs, E e
EiUA. Uma possivel justificativa para tais resultados € que com o aumento de CO2 no
ambiente aumenta também a demanda das plantas de soja por recursos de meio e

desta forma, a interferéncia intraespecifica acaba sendo maior do que a

QJ’

interespecifica, fazendo com que soja melhore sua performance fotossintética
medida que aumenta a proporc¢éo de plantas de caruru em relagéao a soja.

Por outro lado, quando as plantas de soja conviveram com plantas de leiteiro,
houve diferengas na A, EIT e EiUA entre as duas concentra¢des de COz2, sendo essas
variaveis aproximadamente 28, 22 e 35% maior em 800 ppm, respectivamente. Nessa

condigéo de COz2, as duas Ultimas variaveis analisadas, EIT e EiUA, diferiram quanto
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a densidade de plantas de soja, reduzindo seus valores a medida que se aumentou a
densidade de plantas daninhas. Isso porque em 800 ppm a demanda por recursos do
meio aumentou tanto para a soja quanto para o leiteiro e, assim, a interferéncia
interespecifica passou ser maior do que a interferéncia intraespecifica.

Esses dados de troca gasosa corroboram os resultados de PR dos dois
experimentos da série substitutiva. Observa-se que na série soja X caruru ndo houve
diferenca significativa na PRT entre 400 e 800 ppm (média de 65 e 71%
respectivamente), no entanto, quando soja convive com leiteiro (série soja X leiteiro)
a PRT reduziu aproximadamente 25%, de 400 para 800 ppm (média de 70 e 52%,

respectivamente).

Tabela 7. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomética (gs), relacdo Ci/Ca,
taxa transpiratoria (E), eficiéncia instantanea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas de soja sob duas
condicdes de COz2: 400 e 800 ppm, e diferentes densidades com caruru.

A gs Ci/Ca E EIT EiUA
Concentracao de CO2 (ppm)

400 19,65 a 0,59 a 0,81b 548b 3,62a 34,32 b
800 18,16a 0,39b 0,86 a 6,17a 2,96b 49,04 a
Densidade (plantas m?)

1600 15,12b 0,36 b 0,82 a 480c 3,18a 46,96 a
1200 18,45ab 0,44 ab 0,83 a 548bc 3,40 a 43,75 a
800 19,09ab 0,51 ab 084a 6,10ab 3,19a 38,01 a
400 22,96 a 0,63 a 0,84 a 6,92a 3,40a 37,99 a

200 -- -- -- -- -- --
Valor de F
CO2 1,10ns  19,27*  28,86** 5,05~ 5,81* 31,62*
Dens 5,17* 5,88** 1,17ns 8,80** 0,20ns 2,88ns
CO2 X Dens 0,54ns 0,06ns 0,87ns 0,28ns 0,28ns 1,56ns
CV 18,3 23,2 2,6 12,8 20,5 15,4

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo difere entre si. NS=n&o significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.
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Tabela 8. Taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), relacéo Ci/Ca,
taxa transpiratoria (E), eficiéncia instantdnea da transpiracdo (EIT) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) em plantas de soja sob duas
condi¢cbes de CO2: 400 e 800 ppm, e diferentes densidades com leiteiro.

A gs Ci/lCa E EIT EiUA
Concentracao de CO2 (ppm)

400 12,64 b 0,30 a 0,80 a 199a 6,33b 41,86 b
800 17,45 a 0,27 a 0,81a 2,17a 8,07a 64,38 a
Densidade (plantas m?)

1600 16,39 a 0,28 a 0,78 a 204a 8,04a 61,26 a
1200 14,67 a 0,30 a 0,81 a 2,13a 6,86a 50,34 a
800 14,49 a 0,30 a 0,82 a 2,14a 6,78a 48,79 a
400 14,63 a 0,28 a 0,82 a 202a 7,13a 52,08 a
200 -- -- -- -- -- --

Valor de F
CO2 19,25** 1,78ns 0,49ns 3,52ns 19,83** 52,23**
Dens 0,67ns 0,34ns 2,42ns 0,43ns 2,20ns 3,22ns
CO2 X Dens 0,75ns 0,40ns 0,76ns 0,40ns 1,81ns 2,04ns
CVv 17,9 18,8 3,0 11,4 13,32 14,4

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo difere entre si. NS=nao significativo pelo teste
de Tukey; * e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey, respectivamente.

CONCLUSOES

A intensidade do efeito do aumento da concentracao de CO:2 sobre interferéncia
intraespecifica depende da espécie. Para soja e caruru ha maior interferéncia
intraespecifica em elevado CO2, enquanto para o leiteiro a interferéncia intraespecifica
pode ser reduzida nessa condicao.

O aumento do CO2 influencia na interferéncia interespecifica. Planta de
metabolismo C3, como a soja, tendem a aumentar a interferéncia com plantas C4,
como o caruru. Por outro lado, pode reduzir a interferéncia com plantas do mesmo
metabolismo fotossintético, como o leiteiro.

As alteragdes na concentracéo de CO2 atmosférico pode, no futuro, contribuir
para a mudanca na comunidade infestante em areas de cultivo de soja, favorecendo
espécies como o leiteiro, e, aumentando a competicdo pelos recursos de meio entre
a cultura e essas plantas daninhas. No entanto mais estudos sdo necessarios para

entender o comportamento fisioldgicos dessas plantas nessas condicoes.
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CAPITULO 3 - Enriquecimento de CO2 atmosférico e seus efeitos nas medidas
de trocas gasosas, atividade antioxidante e substéancias

metabodlicas

RESUMO - O estudo foi conduzido com o objetivo determinar a resposta do aumento
da concentracdo de CO:2 e da interferéncia de plantas daninhas nos processos
fisiol6gico e bioquimicos de soja, caruru e leiteiro. O experimento foi conduzido em
camaras de topo aberto (OTCs), em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5X2, sendo condi¢cGes de convivéncia (soja; caruru;
leiteiro; soja X caruru; soja X leiteiro) e duas concentracfes atmosféricas de CO2 (400
e 800 ppm). As plantas foram avaliadas quanto a capacidade de troca gasosa,
pigmento fotossintético, peroxidacdo de lipideo, atividade enzimatica e producédo de
compostos quimicos. O incremento de COz2 resultou em maior assimilagédo de carbono
pela fotossintese somente em soja, no entanto houve aumento na eficiéncia do uso
da agua e no teor de carotenoides, para as trés espécies estudadas. De forma geral,
o incremento de CO2 atmosférico reduziu a peroxidacdo de lipidio (MDA) em soja,
caruru e leiteiro, no entanto maior atividade da enzima SOD foi observada nessas trés
espécies. O perfil metabdlico foi modificado em decorréncia do aumento da
concentracdo de CO2, sendo que condigdo ambiente apresentou maior teor de
sacarose, enquanto que plantas em elevado CO:2 apresentaram maior teor de glicose.
Soja e leiteiro apresentaram maior sintese de compostos flavonoides em elevado COz2,
ja caruru apresentou reducéo do flavonoide rutina.

Palavras-Chave: Aumento de CO: atmosférico, trocas gasosas, enzimas
antioxidantes, compostos quimicos

CAPITULO 3 — Atmospheric CO2 enrichment and the effect on gas exchange,
antioxidant activity and metabolic substance

ABSTRACT - The objective of this work were to determine the response of increase
of CO2 concentration and weed interference on physiological and biochemical
processes in soybeans, slender amaranth and wild poinsettia. The experiment were
carried out in Open Top Chambers (OTCs) and the experimental design was
completely randomized, in two way ANOVA 5X2, five condition of coexistence
(Soybean; slender amaranth; wild poinsettia; Soybean X Slender amaranth; Soybeans
X Wild poinsettia) and two CO2 concentrations (400 and 800 ppm). The plants were
evaluated for gas exchange ability, photosynthetic pigments, lipidium peroxidation,
enzymatic activity and biosynthesis of chemistry compounds. The increase of CO2
resulted in greater assimilation of carbon by photosynthesis only in soybeans,
however, there was an increase of water use efficiency and in the carotenoid content,
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for the three species. In general, the increase of atmospheric CO2 reduced the lipid
peroxidation (MDA) in soybean, amaranth and wild poinsettia, but higher activity of the
SOD enzyme were observed in these three species. The metabolic profile was
modified as result of the increase of the CO2 concentration, where in the environment
condition (400 ppm) showed higher sucrose content, while plants with high CO:2
showed higher glucose content. Soybean and wild poinsettia presented higher
synthesis of flavonoid compounds in high COz2, whereas amaranth presented reduction
of flavonoid rutin.

Key-Words: Increase of atmospheric CO2, gas exchange, antioxidants enzyme,
chemistry compounds.

Introducéo

O continuo aumento de emissao de dioxido de carbono (CO:2) na atmosfera
durante os séculos XX e XXI, tém levado estudiosos preveem que a concentracao
desse gas, atualmente ~ 400 ppm, possa dobrar até o final do século XXI (IPCC,
2013). Diversos estudos tém demonstrado que esse aumento de CO2 contribui para o
incremento na taxa fotossintética liquida das plantas (A), crescimento e produtividade,
especialmente em espécies C3, como é o caso da soja (XU et al., 2016). No entanto,
esse “efeito fertilizante” do CO2 tem sido na maioria das vezes evidenciado sob
condicdes ideais de desenvolvimento, ou seja, na auséncia de estresse.

Em condicdo de estresse, abidticos e/ou bidticos como a interferéncia de
plantas daninhas, ocorre reducdo na assimilacdo de carbono pela fotossintese
(reducéo de A), alteracdo no metabolismo e acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (ABDELGAWAD et al., 2015). Apesar das EROs, especialmente o perdxido
de hidrogénio (H2032), desempenhar papel como molécula sinalizadora (VEAL et al.,
2007; BAXTER et al., 2014), a superproducao destes pode levar a peroxidacao de
lipideos e &cido nucleicos (MOLLER et al.,, 2007; GILL; TUTEJA, 2010). Para
minimizar esses danos, as plantas intensificam a atividade do sistema de defesa
antioxidante, através de enzimas como, a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), peroxidades
classe Il (POD, EC 1.11.1.7) e glutationa peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9), e,
compostos ndo enzimaticos, como ascorbato, glutationa, compostos fendlicos e

tocoferdis (BLOKHINA et al., 2003). Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado
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reducdo na atividade do sistema antioxidante de diversas espécies de vegetais sob
de elevado COg, sugerindo que outros mecanismos possam contribuir para reducao
do efeito desses estresses, nessa condicdo atmosférica (ERICE et al., 2007;
ARANJUELO et al., 2008; PERAZ-LOPEZ et al., 2010; MISHRA et al., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado que o aumento da concentracdo de CO2
pode minimizar os efeitos negativos de estresse como alta temperatura e déficit
hidrico (WALL, 2001; ABDELGAWAD et al., 2015), relacionados a mudanca climatica.
Segundo Xu et al. (2016), o aumento do CO2 compensou o estresse causado por altas
temperaturas, através do estimulo da fotossintese e biomassa. Embora alguns
estudos tém relacionado o aumento do CO2 com a ocorréncia de pragas e patégenos
(NOCTOR; MHAMDI, 2017), a maioria busca entender a relacdo do CO2 com
estresses abibticos, como aumento da temperatura, déficit hidrico, salinidade e
deficiéncia nutricional na planta (XU et al., 2016; ABDELGAWAD et al., 2015; PEREZ-
LOPEZ et al., 2009; YILMAZ et al., 2017), sendo escassas as pesquisas relacionadas
ao papel do CO2 na amenizagdo de estresse bibtico, como a interferéncia entre
plantas daninhas e culturas.

Com base nessas informacdes, formulou-se a hipotese que o aumento do CO2
promove aumento da fotossintese e do sistema antioxidante das plantas, e ameniza
0 estresse causado pela interferéncia entre plantas daninhas e a cultura da soja. O
presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar a resposta do aumento
da concentracdo de COz2 e da interferéncia entre plantas daninhas, caruru e leiteiro, e

soja nos processos fisiolégico e bioquimicos das espécies.
Material e métodos
Realizag&o do experimento
O experimento foi desenvolvido em camaras de topo aberto (OTC’s — “Open

Top Chambers”), instaladas na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, USP
Ribeiréo Preto, no periodo de 04 de dezembro de 2017 a 23 de janeiro de 2018.
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As sementes de caruru (Amaranthus viridis) e leiteiro (Euphorbia heterophylla)
foram obtidas da empresa Agrocosmos, e, a cultivar de soja (Glycine max) utilizada
foi M7110 ipro RR, de ciclo precoce (~110 dias), da empresa Monsanto®.

As sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno com 128 células,
contendo substrato horticola (Plantmax®). Quando as mudas encontravam-se com o
primeiro par de folhas totalmente expandido, foi realizado o transplante para vasos
com capacidade de 7 L, preenchidos com mistura de solo e areia na proporcao 2:1
(v/v). Em cada vaso foram transplantadas quatro mudas de uma mesma espécie
(monocultura) ou duas espécies diferentes (convivéncia), de acordo com o
delineamento experimental, em seguida, transferidos para as camaras de topo aberto
(OTC’s).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 repeticoes,
em esquema fatorial 5 x 2, sendo cinco condigdes de convivéncia (soja, caruru, leiteiro,
soja X caruru e soja X leiteiro) e duas concentracfes atmosféricas de CO2 (400 e 800
ppm). Para os tratamentos em convivéncia (soja X caruru e soja X leiteiro), foram
mantidas duas plantas de cada espécie por vaso.

A irrigacao foi automatizada através de um sistema de gotejo acionado por um
timer trés vezes ao dia, perfazendo um total de 350 mL dia!, volume necessario para
manter o substrato na capacidade de campo. A nutricdo das plantas foi realizada via
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), a cada 3 trés dias.

Para manutencéo das boas condicdes sanitarias das plantas, foram realizadas
aplicacdes preventivas e curativas de inseticida (Curyom® 550 EC — 150 mL ha?) e
fungicidas (Orkestra® SC — 350 mL ha™).

Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Aos 49 dias apods o transplante (DAT) foram realizadas as medidas de trocas
gasosas e as curvas de resposta da fotossintese a densidade do fluxo de luz,
utilizando um analisador de gases infravermelho (IRGA) Modelo LCA-4 (ADC,
Hoddesdon, UK). As medidas de taxa fotossintética liquida (A), taxa transpiratéria (E),
condutancia estomatica (gs) e carbono interno (Ci), foram realizas no segundo par de

folhas totalmente expandido, para as plantas daninhas, e no segundo trifélio
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totalmente expandido, para a soja. As condi¢cdes para as medi¢cdes de trocas gasosas
foram: fluxo de luz de 1.200 pmol m? s, temperatura de 28°C e fluxo de ar de 200
umol st. Com as medidas de trocas gasosas foi estimada a eficiéncia do uso da agua
(EUA) pela razéo da fotossintese e transpiracéo (A/E).

Para realizacdo das curvas de resposta da fotossintese ao aumento do fluxo
de fotons fotossinteticamente ativos (FFFA) incidente de 0, 300, 600 e 1.200 (umol m-
2 s1). Em cada ponto foram avaliadas duas plantas por repetigdo, utilizando sempre a
segunda folha totalmente expandida, no caso das plantas daninhas, e, limbo foliar
central do segundo trifélio totalmente expandido, para a soja. A concentracao de CO2
dentro da camara do IRGA foi mantida a mesma na qual as plantas foram cultivadas
(400 ou 800 ppm).

As curvas foram ajustadas com o modelo apresentado em Prado e Moraes

(1997): A = A max [1-e K RFAI9] onde Amax € a assimilacdo maxima de carbono, e é
a constante de Euler (2,72), k é a inclinacdo da reta, RFA é a radiacao
fotossinteticamente ativa e Ic € a irradiancia de compensacdo ou ponto de
compensacao a luz (corresponde ao valor de RFA em que A é igual a 0 umol fétons
m2s1). Calculou-se airradiancia de saturacéo ou ponto de saturacgéo (Is) substituindo
na equacao acima A por Amax multiplicado por 0,9. O rendimento quantico aparente
(RQA, numero de moléculas de CO:2 assimiladas por féton recebido) foi obtido com a
equacdo: RQA = Amax.k.e X! (CASSIMIRO et al., 2015).

A determinacdo da eficiéncia quantica (fv/fm) foi realizada utilizando-se um
fluorébmetro portétil modelo OS-30P (Opti-Sciences, USA). Antes da determinacéo dos
parametros de fluorescéncia, a area da folha permaneceu no escuro por 20 minutos,
cessando o fluxo de elétrons. Para induzir a fluorescéncia aplicou-se um pulso

saturante de luz (1.200 pmol m2 s1).

Concentracao de pigmentos fotossintéticos

Aos 50 DAT, nas mesmas folhas utilizadas para a analise de trocas gasosas e
fluorescéncia foram determinados os teores dos pigmentos fotossintéticos. As folhas
foram coletadas as 12:00 horas e a extracdo e quantificacdo de pigmentos

fotossintéticos foram realizadas segundo a metodologia proposta por Hendry e Price
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(1993), com algumas modificagbes. Para cada amostra foram pesadas 100 mg de
folhas frescas e maceradas em N liquido e homogeneizados em 5,0 mL de acetona
80%. A solugéo foi transferida para microtubos de 2 mL e centrifugada a 1.735 xg por
trés minutos, para precipitacdo das particulas grosseiras. Do sobrenadante foi
realizada a leitura das absorbéancias a 480, 645 e 663 nm no espectrofotdmetro
(modelo Spectronic Genesys 5.0). Com base nos valores de absorbancia, as
concentragdes de clorofila a, b, total (Chl a+b) e carotendides totais foram calculadas

utilizando-se as seguintes equacdes:

Clorofila a (mg L?): 12,7 x A663 - 2,69 x A645

Clorofila b (mg L?): 22,9 x A 645 - 4,68 x A663

Clorofila total (mg L?): Clorofila a + clorofila b

Carotendides totais (umol L?): (A448+0,114 x A 663 - 0,638 x A645) x V x 10)
112,5 x unidade de area ou massa

Onde: A é a absorbancia e V o volume do extrato (L). As concentracfes das clorofilas
a, b e total), foram convertidas e expressas em pmol! de massa seca. Para avaliar a
peroxidagdo de lipideos e enzimas, amostras de folhas foram coletas 50 DAT, as
12:00 horas e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido.

Peroxidacéao de lipideos

O nivel de peroxidacao de lipidios de membrana nos tecidos foliares foi medido
através do conteudo de malondialdeido (MDA) determinado pela reacdo do acido
tiobarbittrico (TBA), segundo método descrito por Heath e Packer (1968), com
algumas modificagoes.

Amostras de 100 mg de folha foram maceradas com N liquido e
homogeneizadas em 2,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogenato
foi transferido para microtubos e centrifugado a 10.884 xg por 10 minutos a 4 °C. Uma
aliquota de 500 pL do sobrenadante foi colocada em tubos de ensaio com tampa, e
adicionou-se 2,0 mL de TCA (20%) contendo acido tiobarbitarico (TBA) 0,5%. A

mistura foi aquecida a 95 °C por 30 minutos e resfriada em gelo para interromper a
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reacao. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.884 xg por 10 minutos e a
absorbancia do sobrenadante a 532 e 600 nm foi determinada em espectrofotometro.
A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de
155 mM* cm! (HEATH; PACKER, 1968).

Extracdo e quantificagdo de enzimas

O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir de tecido foliar (1,0 g) macerado
com N liquido e homogeneizado com 10,0 mL de tampé&o fosfato de potassio 100 mM
contendo EDTA 1 mM, DTT 3 mM e 2% de PVP (m/v) (AZEVEDO et al.,1998). O
homogenato foi centrifugado a 17.000 xg por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e estocado em aliquotas em freezer a -20 °C. A concentracdo de proteinas
totais de cada amostra foi determinada em espectrofotdmetro a 595 nm, como descrito
por Bradford (1976).

1. Quantificacdo da Superédxido Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de reacdo
continha tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 2
UM, nitroblue tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, e 100 pL de extrato enzimatico.
A producdo fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi monitorada pelo
incremento da absorbancia a 560 nm. A reacao foi realizada em tubos de ensaio a
25°C, dentro de uma camera de reacgéo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente
de 15 W, mantida acesa por 15 minutos. Como controle, tubos com a mistura de
reacdo foram mantidos no escuro. Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de enzima que inibe a fotorreducdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

2. Quantificacao da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Azevedo et al. (1998). A mistura de reacao consistia
de 1,9 mL de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e H202 20 mM, preparada
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imediatamente antes do uso. A reacgéao foi iniciada pela adicdo de 100 pL de extrato
enzimético e a atividade determinada pela decomposicdo do H20: através do
decréscimo na absorbancia a 240 nm durante 1 minuto (25 °C). Os resultados foram
expressos em pmol mint mg? proteina utilizando para os célculos o coeficiente de

extingdo molar 40,0 Mt cm?, determinado para nossas condi¢ées experimentais.

3. Quantificacao da Ascorbato Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método de Nakano e
Asada (1981). Onde o meio reacional continha 1,3 mL de tampéo fosfato de potassio
25 mM (pH 7,0) com 0,1 mM de EDTA, 1 mL de H20 e 5 mM de ascorbato. Todos os
reagentes foram preparados separadamente. O ascorbato altera o pH do tampéao que
deve ser corrigido para pH 7,0. O inicio da reacao se deu pela adicdo de 100 pL de
extrato enzimético e a atividade determinada em espectrofotbmetro monitorando a
degradacédo do ascorbato em 290 nm durante um minuto a 25 °C. A atividade foi
expressa em pmol mint mg? proteina. Para os célculos utilizou-se o coeficiente de
extingdo molar 3051,4 Mt cm, determinado para nossas condi¢cdes experimentais. A
atividade da enzima ascorbato peroxidase foi também monitorada para correcéo da
oxidacdo do ascorbato na auséncia de H20:2. Isto foi feito excluindo-se do meio de
reagcao o H20:.

4. Quantificacdo das Peroxidases classe Il (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases nao especifica foram determinada segundo Zeraik
et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacéo continha
1,0 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol 15 mM e
1,0 mL de H202 3 mM. Apd6s a homogeneizacéo dessa solucéo foi adicionado 50 uL
de extrato. A oxidacdo do guaiacol (a tetraguaiacol) foi medida através do aumento na
absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em pmol min't mg* proteina
utilizando para os célculos o coeficiente de extincdo molar de 26,6 mM?* cm
(CHANCE; MAEHLY,1955).

Analise do perfil metabdlico por Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) — High
Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS)
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Parte das folhas coletadas aos 50 DAT foram imediatamente congeladas em N
liquido, para posterior analise do perfil dos metabdlitos. Oito miligramas da amostra
(folhas) foram suspendidos em 40 uL de agua deuterada (D20) contendo 0,01% wi/v
TSP-d4 (sodium salt of trimethylsilylpropionic acid), e posteriormente centrifugado por
5 minutos. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em rotores HR-MAS de
zirconio e fechados. A espectroscopia foi realizada a 14,1 T (600 MHz para
observacdo 1H) a uma temperatura de 25 ° C usando um espectrobmetro de RMN
Bruker Advance 600 equipado com uma sonda PH HR-MAS 600 S3 HCD 4 mm e uma
taxa de rotacéo de 5 kHz.

A sequéncia de pulso CPMG PROJECT foi aplicada (AGUILLAR et al., 2012;
COUTINHO et al., 2017) para adquirir espectros de RMN de 1H. Foram estudadas
matrizes de variaveis 1 (tempo de eco, 1: 90, 95, 110, 120, 140 e 160 ps) e n (ciclos
de loop, n: 4-50) para permitir atenuagdo ampla do sinal e otimizar a supressao da
macromolécula sinais. Também foi avaliada a sequéncia de pulso de umidimensional
com efeito de Overhauser nuclear (NOESY) sem um filtro T2. Para as trés sequéncias
de pulso NMR, os espectros foram adquiridos com um pulso de pré-saturacdo de 4,6
s, um tempo de aquisi¢do de 2,72 s (64 k pontos) e um acumulo de 128 transientes.
Os decadentes de inducéo livre (FIDs) foram automaticamente transformados por
Fourier apds a aplicacdo de uma funcéo de janela exponencial com um alargamento
de linha de 1,0 Hz. As correcdes de fase e de linha de base foram realizadas no
software TopSpin. Os espectros de 1H RMN-MAS de folhas de soja foram atribuidos
usando bases de dados publicas e experiéncias de RMN 2D.

HPLC

Os extratos foram preparados a partir de 100 mg das amostras soja, caruru e
leiteiro em 1 mL da mistura de solvente de agua (30%), etanol (45%) e isopropanol
(25%). Os extratos das espécies foram pesados (10 mg), solubilizados em etanol/agua
1:1 vi/v e aplicado em cartucho de extracdo em fase sélida (EFS) C18 (10 x 3 mL, com
500 mg de adsorvente, Agilent Technologies) e eluido com 4 mL de etanol/agua 1:1

v/v. O volume final de 4 mL foi filtrado e seco em evaporador rotativo a vacuo.
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As amostras obtidas foram analisadas empregando o sistema LC-DAD,
equipado com uma bomba ternéria LC-10AD, amostrador automatico, detector de
arranjo de diodos SPD-M10A. As analises foram realizadas empregando a coluna
Luna C18 (5,0 um, 25 x 4,6 mm i.d. Phenomex). A eluicéo foi realizada empregando
agua (A) e metanol (B) em sistema gradiente, nas seguintes condi¢es
cromatograficas: iniciou-se com 10% de B e 90% de B indo até 40 minutos para atingir
70% de B e 30% de A permanecendo por 5 minutos e, posteriormente aumentou para
100% de B, permaneceu 10 minutos em 100% de B, 5 minutos para voltar a condi¢ao
inicial e entdo 10 minutos com 10% de B para recondicionamento da coluna. Volume

de injecao de 20 pL, vazédo de 1 mL/min.

Analise estatistica

Por se tratar-se de trés espécies, a andlise dos dados foi realizada
separadamente para cada uma delas, utilizando dois fatores: concentracdo de CO:z e
condicdo de convivéncia. Considerou-se trés condicdes de convivéncia para a soja
(monocultura [soja], em convivéncia com caruru [soja X caruru] e em convivéncia com
leiteiro [soja X leiteiro]) (fatorial 2x3), e duas para cada planta daninha (monocultura
[caruru ou leiteiro] e em convivio com a soja [caruru X soja ou leiteiro X soja]) (fatorial
2X2).

Os dados de trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, peroxidacdo de
lipideos e enzimas foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (ANOVA), e
as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Os dados
da curva de resposta da fotossintese a luminosidade foram analisados por regressao
exponencial, conforme descrito no item de trocas gasosas.

Os dados de RMN de *H na faixa entre 0.00 e 10.00 ppm foram convertidos para
arquivos do tipo ASCIl empregando o software Bruker TopSpin 3.5. Cada conjunto de
dados foi arranjado em uma matriz Xixj, onde | corresponde para as amostras, 54, e
J corresponde ao conjunto de 32 K de variaveis. A regiao correspondente ao sinal
residual da agua e TSP foi excluida. O pré-processamento dos dados e analise de
componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) foram realizadas

empregando o software Mathlab R2016b e PLS-Toolbox.
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Os dados cromatogréficos obtidos foram organizados na forma de matrizes Xix,
onde | sdo as linhas (amostras) e J colunas (variaveis). As variaveis foram as
intensidades (em mV) de absorbéancia, medidas a 330 nm, a cada 474 ms de corrida
cromatografica. Os metabdlitos diferencialmente expressos no cromatograma foram

analisados quanto a area do pico.

Resultados

Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A Figura 1 mostra as curvas de fotossintese em resposta aos fluxos de fétons
fotossinteticamente ativos (A/FFFA) de soja, caruru e leiteiro, comparando cenario
atual de CO2 (400 ppm) e aquele previsto para 2100 (~ 800 ppm) com as trés
condi¢des de convivéncia.

Através da equacdo de regressdo, obteve-se a taxa fotossintética maxima
(Amax). Observa-se que somente a soja evidenciou aumento significativo de Amax
decorrente do incremento CO2, no entanto, isso sO ocorreu quando a soja conviveu
com plantas daninhas, aproximadamente 46 e 110% com caruru ou leiteiro,
respectivamente. Para as plantas daninhas, ndo houve incremento significativo na
Amax em 800 ppm, comparado a 400 ppm. Também néo foi observado diferencas
entre as condi¢cdes de convivéncia (Figura 1; Tabela 1).

Com relacdo aos pontos de compensacao (Ic) e saturacdo (Is) das curvas,
observa-se para soja, em 400 ppm, quando estas cresceram em convivéncia com
plantas daninhas, o Ic foi menor comparado a plantas que cresceram em monocultura,
aproximadamente 47 e 64% para caruru ou leiteiro, respectivamente.
Independentemente da condicao de convivéncia, o aumento da concentracdo de CO2
reduziu o Ic em média 60%, entretanto, o Is reduziu em monocultura
(aproximadamente 74%), mas aumentou em convivéncia com caruru e leiteiro (cerca
de 14 e 48%, respectivamente) (Tabela 1; Figura 1 A e B).

Diferentemente, o caruru apresentou maior Ic em 800 ppm independente da
condicdo de convivéncia (média de 23%), sendo que em monocultura apresentou

maior Ic em comparacgao as plantas em convivéncia com soja. As plantas de caruru
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ndo atingiram o Is até 1.200 umol m? s (Figura 1 C e D), no entanto, através da
equacdo foi possivel calcula-lo, sendo que este aumentou na condicdo de
monocultura (~ 21%) e diminuiu na condi¢cdo de convivéncia (~32%), em 800 ppm
(Tabela 1).

Assim como para soja, o leiteiro apresentou menor Ic em elevado CO2 (em
média 42%), sendo que em 400 ppm foi maior na condi¢do de convivéncia em relacéo
a monocultura (aproximadamente 23%), jA em 800 ppm ocorreu uma inversao, no qual
o maior Ic foi evidenciado em monocultura comparado a condicdo de convivéncia
(aproximadamente 71%). Similarmente ao caruru, o leiteiro ndo atingiu o Is até o fluxo
de 1.200 pumol m? s? (Figura 1 E e F), que seria de 1.538 e 1.365 pmol m? s em
monocultura, e 1.310 e 1.582 umol m? s em convivéncia, em 400 e 800 ppm,

respectivamente (Tabela 1).
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Figura 1. Taxa fotossintética liquida (A) de acordo com o fluxo luminoso (FFFA) em
plantas de soja (A e B), caruru (C e D) e leiteiro (E e F), sob duas
concentragdes de COz2: 400 e 800 ppm.
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Tabela 1. Parametros das curvas de resposta da fotossintese ao fluxo de luz:
Assimilacdo méaxima de carbono (Amax), irradiancia de compensacéo (Ic),
irradiancia de saturacao (Is) em plantas de soja, caruru e leiteiro, sob duas
concentragdes de CO2: 400 e 800 ppm.

Amax Ic Is Amax Ic Is
400 ppm 800 ppm

SOJA

Soja 14,16 86,31 1.365,00 14,70 17,55 356,00

SojaXCaruru 13,42 45,01 844,00 19,56 29,35 979,00

SojaXLeiteiro 9,59 31,38 406,00 20,18 9,44 787,00
CARURU

Caruru 25,28 85,88 2.157,00 29,02 113,68 2.735,00

CaruruXSoja 19,72 45,31 1.959,00 20,00 58,01 1.336,00
LEITEIRO

Leiteiro 16,17 78,54 1.538,00 18,92 59,76 1.365,00

LeiteiroXSoja 15,21 102,67 1.310,00 17,32 16,99 1.582,00

O rendimento quantico aparente (RQA) de soja aumentou com o incremento da
concentragdo de CO2 no ambiente, na condicdo de monocultura e em convivéncia
com caruru, mas reduziu na presenca do leiteiro. Em monocultura foram necessarios
aproximadamente 29 fétons para assimilacdo de uma molécula de CO2 em 400 ppm,

comparados apenas 7,5 fotons, em 800 ppm (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento quantico aparente (RQA) em plantas de soja, caruru e leiteiro,
sob duas concentracdes de COz2: 400 e 800 ppm.

- oA 400 ppm 800 ppm

Condicéao de convivéncia SOJA

Soja 0,034 0,131

Soja X Caruru 0,050 0,059

Soja X Leiteiro 0,083 0,070
CARURU

Caruru 0,036 0,032

Caruru X Soja 0,028 0,046
LEITEIRO

Leiteiro 0,033 0,044

Leiteiro X Soja 0,041 0,030

O aumento da concentragdo de CO:2 resultou em maior taxa fotossintética
liqguida (A) para a soja (p<0,0001) nas condigbes de monocultura e em convivéncia
com leiteiro, no entanto, ndo diferiu na presenca de caruru (Figura 2 A). Nao foram
observadas diferencas nas A para caruru (p=0,0873) e leiteiro (p=0,1212),

independente da concentracdo de CO: e condi¢ao de convivéncia (Figura 2 B e C).
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Em relacao a taxa de transpiracdo (E), houve redugcdo com o aumento do CO2
para caruru (p=0,0183) e leiteiro (p=0,0454), porém nao diferiu para a soja (p=0,1169)
(Figura 3 A). Para caruru, observa-se reducédo de aproximadamente 28% quando as
plantas desenvolveram sem interferéncia da soja. Em 400 ppm, observa-se também
gue essas plantas em monocultura apresentaram maior E comparadas aquelas em
convivéncia com a soja (Figura 3 B). Ja o leiteiro ndo apresentou diferenca entre as
condi¢cbes de convivéncia, entretanto, diferiu entre as concentracdes de CO2 quando
em convivéncia com soja, sendo aproximadamente 27% menor em 800 ppm (Figura
30C).

Por outro lado, o enriquecimento de CO: atmosférico resultou em maior
concentracdo de carbono interno (Ci) e maior eficiéncia no uso da agua (EUA) para
as trés espécies estudadas. O Ci aumentou aproximadamente 53, 60 e 54%, para soja
(p<0,0001), caruru (p<0,0001) e leiteiro (p<0,0001), respectivamente, contudo, nao
houve diferenga entre as condigbes de convivéncia, tanto em 400 quanto em 800 ppm
(Figura 3 D, E e F). Para EUA, esse aumento ocorreu de maneira diferenciada entre
as espécies estudadas. Observa-se que para soja (p=0,0002) houve maior EUA em
monocultura e em convivéncia com leiteiro sob 800 ppm (Figura 4 A). Enquanto que
para o leiteiro (p=0,0062) observa-se que o aumento de EUA sob 800 ppm ocorreu
somente em monocultura (Figura 4 C). Diferentemente dessas duas espécies, 0
caruru (p=0,0070) evidenciou maior EUA em 800 ppm, tanto em monocultura quanto
em convivéncia com soja, sendo que nessa Uultima condicdo a EUA foi maior,
aproximadamente 28 e 23 % em 400 e 800 ppm, respectivamente (Figura 4 B).

As variaveis condutancia estomatica (gs) e eficiéncia quantica do fotossistema
Il (fv/fm) ndo diferiram entre as concentracfes de CO2 ou condi¢cbes de convivéncia,

para nenhuma das espécies estudadas (Figuras2e 4D, E e F).
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Figura 2. Taxa fotossintética liquida (A) e condutancia estomatica (gs) em plantas de
soja (A e D), caruru (B e E) e leiteiro (C e F), sob duas concentracfes de
CO2: 400 e 800 ppm. Entre concentracdes de COz2 letras mailsculas iguais
nao diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia letras mindsculas iguais

nao diferem entre si.
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Figura 3. Taxa de transpiracéo (E) e carbono interno (Ci) em plantas de soja (A e D),
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Figura 4. Eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia quantica (fv/fm) em plantas de
soja (A e D), caruru (B e E) e leiteiro (C e F), sob duas concentragbes de
CO2: 400 e 800 ppm. Entre concentracdes de COz2 letras mailsculas iguais
nao diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia letras minUsculas iguais
nao diferem entre si.

Pigmentos fotossintéticos
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Os conteudos de Chl a, Chl b, Chl total, carotenoide e da relacéo
carotenoide/Chl total diferiram entre os tratamentos de CO2 e convivio, para a soja
(Tabela 3). Observa-se que em condicdo de monocultura os teores de Chl a, b e total
foram maiores 13, 6, 22,2 e 16,7%, respectivamente, em 400 ppm de CO.. O teor de
carotenoide diferiu somente quando a soja conviveu com o leiteiro, sendo maior em
800 ppm (Tabela 3).

Considerando o sistema de convivéncia, verificou-se em 400 ppm diferenca
para todas as variaveis analisadas, com excecao da relacdo Chl a/Chl b. Para as trés
primeiras variaveis e para carotenoide, os teores foram maiores em monocultura,
seguido de soja em convivio com caruru e por Ultima soja em convivio com leiteiro.
O contrario foi observado para a relacao carotenoide/Chl total, no qual o menor teor
foi observado em monocultura. No entanto quando as plantas foram submetidas a
elevada concentracdo de CO:2 (800 ppm), ndo houve diferenca entre os tratamentos

de convivéncia, para nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 3).

Tabela 3. Clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl T), raz&o clorofila a
e clorofila b (Chl a/Chl b), -carotendides (Carot) e razédo
carotendides/clorofila total (Carot/Chl T) em plantas de soja, soja em
convivéncia com caruru (soja x caruru), soja em convivéncia com leiteiro
(soja x leiteiro), sob duas concentracdes de CO2: 400 e 800 ppm.

Chl a Chlb ChlT Chl a/Chl b Carot Carot/Chl T
400 ppm
Soja 8,45 Aa 3,51 Aa 13,28 Aa 2,81 3,45 Aa 0,28 Bb
SojaXCaruru 8,17 Aab 2,96 Aab 12,34 Aa 2,78 3,29 Aa 0,30 Aab
SojaXLeiteiro 7,09 Ab 2,67 Ab 9,77 Ab 2,72 2,73 Bb 0,31 Aa
800 ppm
Soja 7,30 Ba 2,73 Ba 11,06 Ba 2,72 3,06 Aa 0,31 Aa
SojaXCaruru 8,53 Aa 2,72 Aa 11,79 Aa 2,71 3,14 Aa 0,30 Aa
SojaXLeiteiro 7,52 Aa 2,88 Aa 10,40 Aa 2,67 3,21 Aa 0,31 Aa
Valor de F
F CO: 0,16ns 4,24* 1,52ns 6,66* 0,02ns 1,66ns
F Conv 4.02* 2,57ns 5,49** 2,39ns 2,09ns 3,81*
F CO2xConv 2,92ns 4,77* 2,04ns 0,22ns 4 55* 2,78ns
(04} 12,41 14,54 16,38 3,32 12,61 5,14

Entre concentracdes de CO: letras mailscula iguais ndo diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia
letras minlsculas iguais ndo diferem entre si. * e ns: significativo e ndo significativo a 5% de

probabilidade de erro, pelo teste tukey.

Para as plantas de leiteiro, houve diferenca entre os tratamentos para as

variaveis Chl a, b e total e carotenoides (Tabela 4). Diferencas entre as concentracdes
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de CO2 (400 e 800 ppm) foi observada somente quando o leiteiro conviveu com a soja,
sendo o conteudo dessas quatro variaveis, maior em 400 ppm em comparacéo a 800
ppm (Tabela 4). Com relacao o fator convivéncia, em 800 ppm, observa-se reducéo
nos conteudos dessas quatro variaveis quando o leiteiro conviveu com a soja, em
comparacdo a monocultura, sendo essa reducdo de aproximadamente 50%. Em 400
ppm, somente o teor de Chl a diferiu entre os tratamentos de convivéncia (Tabela 4).

Tabela 4. Clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl T), razéo clorofila a
e clorofila b (Chl a/Chl b), -carotenéides (Carot) e razéo
carotendides/clorofila total (Carot/Chl total) em plantas de leiteiro e leiteiro
em convivéncia com soja (leiteiro x soja), sob duas concentracdes de COz2:
400 e 800 ppm.

Chl a Chlb Chl'T Chl a/Chl b Carot Carot/Chl T
400 ppm
Leiteiro 11,73 Aa 3,97 Aa 16,01 Aa 2,71 4,19 Aa 0,26
LeiteiroXSoja 9,12 Ab 357 Aa 13,59 Aa 2,81 3,62 Aa 0,26
800 ppm
Leiteiro 11,03 Aa 4,13 Aa 14,96 Aa 2,71 3,89 Aa 0,25
LeiteiroXSoja 5,40 Bb 195 Bb 7,35 Bb 2,36 1,94 Bb 0,23
Valor de F
F CO; 7,27* 5,97* 9,59** 1,28ns 11,76** 1,22ns
F Conv 25,39** 18,46** 18,16** 0,39ns 19,22** 0,35ns
F COxxConv 3,40ns 8,75** 4,78* 1,32ns 5,81* 0,54ns
(04} 23,26 23,29 23,97 19,87 22,3 20,37

Entre concentra¢c@es de CO: letras mailscula iguais ndo diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia
letras minlsculas iguais ndo diferem entre si. * e ns: significativo e ndo significativo a 5% de
probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.

Ja para o caruru, houve diferenca entre as médias dos tratamentos de CO2 para
Chl a e b, no entanto quando observa o desdobramento nédo houve diferenca entre os
tratamentos (CO2 e/ou convivio). Para as demais variaveis, Chl total, carotenoide e
para as relagdes Chl a/Chl b e Carotenoide/Chl total, houve redugé&o quando plantas
foram submetidas a alto CO2 (Tabela 5).

Os tratamentos de convivéncia ndo diferiram entre si em 400 ppm de CO:2
atmosfeérico, para todas as variaveis, com excecdo de Chl total, que foi maior para
caruru em convivio com soja. Em 800 ppm, houve reducéo nas relacdes Chl a/Chl b

e carotenoides/Chl total quando as plantas conviveram com soja (Tabela 5).
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Tabela 5. Clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl T), raz&o clorofila a
e clorofila b (Chl a/Chl b), carotendides (Carot) e razao
carotendides/clorofila total (Carot/Chl total) em plantas de Caruru e Caruru
em convivéncia com soja (Caruru x Soja) sob duas concentragdes de COz2:
400 e 800 ppm

Chl a Chl b ChlT Chl a/Chl b Carot Carot/Chl T

400 ppm

Caruru 13,48 4,14 14,44 Ab 3,25 Aa 4,26 Aa 0,24 Aa

CaruruXSoja 13,31 4,18 18,64 Aa 3,23 Aa 480 Aa 0,24 Aa
800 ppm

Caruru 11,60 3,64 15,24 Aa 3,19 Ba 3,76 Aa 0,25 Aa

CaruruXSoja 11,57 3,72 15,30 Ba 3,08 Bb 3,57 Ba 0,22 Bb
Valor de F

F CO; 7,63* 5,26* 2,14ns 23,43** 18,64** 0,53ns

F Conv 0,02ns 0,09ns 5,95* 7,83** 0,76ns 9,94**

F CO2xxConv 0,01ns 0,01ns 5,64* 3,05ns 3,22ns 13,24**

CVv 13,88 14,01 14,5 1,8 12,94 3,25

Entre concentracdes de CO: letras mailscula iguais ndo diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia
letras minUsculas iguais ndo diferem entre si. * e ns: significativo e ndo significativo a 5% de
probabilidade de erro, pelo teste de Tukey.

Peroxidacgédo de lipideos

O conteudo de MDA analisado nas folhas de soja apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos de CO2 (p<0,0001), no entanto ndo diferiu entre os
sistemas de convivéncia (p=0,1399) (Figura 5 A). Na média geral, plantas
desenvolvidas em 800 ppm de COz2, evidenciaram reducéo no conteudo de MDA em
22,1%, em relacdo ao controle (400 ppm). Observando a interacdo entre os dois
fatores (p=0,0259), houve diferenca estatistica no contetdo de MDA entre as duas
concentragcbes de CO2 somente em monocultura (~35%), embora haja uma reducéo
numérica nas condicbes de convivéncia, aproximadamente 23 e 8%, com caruru e
leiteiro, respectivamente. Considerando o sistema de convivéncia dentro de cada
concentracdo de COg2, observa-se que ndo houve diferenca entre os sistemas de
convivéncia, em 400 ppm, no entanto, quando submetidas a 800 ppm, plantas em
convivio com leiteiro apresentaram maior contetdo de MDA, seguido de plantas em

convivio com caruru e em monocultura (Figura 5 A).
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Figura 5. Concentracdo de malondialdeido (MDA) em plantas de soja (A), caruru (B)
e leiteiro (C), sob duas concentracdes de CO2: 400 e 800 ppm. Entre
concentragdes de CO: letras maiusculas iguais ndo diferem entre si. Entre
sistemas de convivéncia letras mindsculas iguais néo diferem entre si.

Para as plantas daninhas, independente do metabolismo fotossintético destas
(C3 ou C4), ambas se comportaram de maneira muito semelhante, em relacdo ao
contetudo de MDA analisado (Figura 5 B e C). Houve diferenca no conteado de MDA
entre os tratamentos de CO2 (Leiteiro p=0,0010; Caruru p=0,0057), no entanto nao
houve diferenca entre o sistema de convivéncia (Leiteiro p=0,5661; Caruru p=0,2939)
ou interacao entre esses dois fatores (Leiteiro p=0,1322; Caruru p=0,2423). Na média
geral, plantas de leiteiro desenvolvida em 800 ppm de CO2, apresentaram reducéo de
32,7%, em relagéo ao controle (400 ppm), enquanto plantas de caruru essa reducao
foi de 18,6% para as mesmas condicdes (Figura 5 B e C).

Observando o desdobramento, quando cultivado em convivio com soja, plantas
de leiteiro e caruru em 800 ppm, apresentaram reducdo de aproximadamente 44 e
25,8%, comparada a 400 ppm, respectivamente. Ndo houve diferenca entre os
sistemas de convivio, nas duas concentragfes de CO2, para as duas espécies de

planta daninha (Figura 5 B e C)

Atividade enziméatica

A atividade de enzima SOD nas folhas de soja néo diferiu estatisticamente entre

os tratamentos de CO:2 (p=0,1208) e sistema de convivéncia (p=0,6348), ainda assim,
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a interacdo entre esses dois fatores foi significativa (p=0,0061) (Figura 6 A). Em
monocultura e quando em convivio com caruru, ndo houve diferenca significativa
entre 400 e 800 ppm de CO2, no entanto em convivio com leiteiro a atividade
enzimatica foi aproximadamente 16% maior em 800 ppm. Considerando os diferentes
convivios em cada COz, observa-se que os mesmos néao diferiram entre si em 400
ppm, enquanto que em 800 a soja em monocultura foi menor comparada a cultivada
em convivio com leiteiro (Figura 6 A).

Para o leiteiro, a atividade de enzima SOD foi estatisticamente diferente entre
os tratamentos de COz2 (p=0,0033) e entre os sistemas de convivéncia (p=0,0266), no
entanto n&o houve interagcdo entre esses dois fatores (p=0,1577) (Figura 7 C). A
média para os tratamentos de CO:2 foi de 21 e 28,5 U mg* de proteina em 400 e 800
ppm, respectivamente, e para o sistema de convivéncia foi de 22 e 27,55 U mg de
proteina quando as plantas foram cultivadas em monocultura e em convivio com soja,
respectivamente. A diferenca na atividade da enzima sé ocorreu quando as plantas
conviveram com plantas de soja, sendo essa maior quanto maior a concentracao de
COs2. A diferenca entre os sistemas de convivéncia so foi significativa em 800 ppm
(Figura 6 C).

No caso do caruru, a atividade da SOD nao diferiu entre os tratamentos de CO2
(p=0,2456), porém foi estatisticamente significativa entre os sistemas de convivéncia
(p=0,0167) e na interacdo entre os dois fatores (p=0,0096). Diferentemente da soja e
do leiteiro, a atividade dessa enzima nas folhas de caruru foi maior quando o mesmo

foi cultivado em monocultura (Figura 6 B).
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Figura 6. Atividade especifica da enzima superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) em plantas de soja (A e D), caruru (B e E) e leiteiro (C e F), sob duas
concentracdes de COz2: 400 e 800 ppm. Entre concentragdes de CO: letras
maiusculas iguais nao diferem entre si. Entre sistemas de convivéncia
letras minusculas iguais nao diferem entre si.

A concentragdo de CO2 atmosférico influenciou significativamente a atividade
da CAT nas folhas de soja (p=0,0002), porém ndo observou diferenca entre os
sistemas de convivéncia (p=0,4435) ou interacdo entre os dois fatores estudados

(p=0,6153). Essa enzima apresentou maior atividade em condi¢cdes de 800 ppm,
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guando a soja desenvolveu sem interferéncia de planta daninha e quando conviveu
com leiteiro, contudo nao teve sua atividade alteracdo entre os sistemas de
convivéncia, em ambas as concentracdes de CO: (Figura 6 D).

Em relacdo as plantas daninhas, tanto o leiteiro quanto o caruru nao
apresentaram diferenca entre os tratamentos de CO:2 (Leiteiro p=0,6297; Caruru
p=0,2555) e entre os sistemas de convivéncia (Leiteiro p=0,4742; Caruru p=0,6174)
ou interacdo entre os dois fatores (Leiteiro p=0,5250; Caruru p=0,2855), para essa
enzima (Figura 6 E e F).

A enzima POD apresentou atividade distinta de todas as demais enzimas
analisadas. Para a soja, a atividade dessa enzima foi maior em 400 ppm,
independente do sistema de convivéncia (CO2 p<0,0001; Convivéncia p=9820). De
maneira geral, quando submetidas a 800 ppm a atividade dessas enzimas reduziu
aproximadamente 35%, em relagéo ao tratamento controle (400 ppm) (Figura 7 A).

Para o leiteiro, embora a atividade enzimatica também tenha sido maior em 400
ppm, isso sO6 ocorreu em monocultura, sendo essa diferenca de aproximadamente
84% (Figura 7 C). Para o caruru, ndo houve diferenca significativa entre os dois fatores
estudados (CO:2 p=0,8659; Convivéncia p=0,0727) ou interacbes entre eles
(p=0,6133) (Figura 7 B).
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Figura 7. Atividade especifica das enzimas Peroxidase classe Il (POD) e ascorbato
peroxidase (APX) em plantas de soja (A e D), caruru (B e E) e leiteiro (C e
F), sob duas concentracdes de CO2: 400 e 800 ppm. Entre concentracdes
de CO:2 letras mailsculas iguais ndo diferem entre si. Entre sistemas de
convivéncia letras minusculas iguais nao diferem entre si.

A enzima APX apresentou atividade diferenciada em folhas de soja, em funcao
da concentracdo de CO:2 (p=0,0488), mas ndo em funcao do sistema de convivéncia
(p=0,5169), entretanto houve interacdo entre esses dois fatores (p=0,0074). Observa-
se em 400 ppm que a atividade da enzima APX foi menor quando a soja conviveu com
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caruru, em comparagao 0s outros sistemas de convivéncia, no entanto, quando as
plantas foram submetidas a uma atmosfera enriquecida com CO2 (800 ppm), a
atividade dessa enzima nessa condi¢c&o de convivéncia aumento 34,2%, nao diferindo,
portanto, da soja em monocultura ou em convivéncia com leiteiro (Figura 7 D).

No caso das plantas daninhas, a diferenca na atividade da APX, ocorreu
somente em funcgédo do sistema de convivéncia (Leiteiro p=0,0121; Caruru p=0,0004).
Para o caruru, independente do tratamento de COz2, plantas que desenvolveram em
convivéncia com soja, apresentaram maior atividade da enzimatica (Figura 7 E). Para
o leiteiro, a APX foi menor quando a planta conviveu com soja, em 800 ppm, no
entanto, no tratamento controle, ndo observou diferenca entre os sistemas de

convivéncia (Figura 7 F).

Perfil metabdlico

A analise de componentes principais (PCA) evidenciou, com base no perfil
metabdlico de soja analisado por RMN, discriminacdo entre os tratamentos de COzq,
ambiente (400 ppm) e elevado (800 ppm), sendo que 0s principais componentes
responsaveis pela discriminacdo das amostras ficaram retidos na componente
principal 1 (PC1) e 2 (PC2). Observa-se que 0 aumento na concentracdo atmosférica
de CO: foi o principal fator responsavel pela discriminacdo entre as amostras, sendo
gue ndo houve efeito dos tratamentos de convivéncia (Figura 8 A).

As amostras de plantas conduzidas em CO2 ambiente ficaram retidas na PC1
positiva, no qual apresentaram maior quantidade dos metabdlitos pinitol, sacarose,
manose, xilose, colina e 2-hidroxiisobutirato, sendo este ultimo drasticamente
reduzido em funcdo do aumento da concentracdo de CO2. As amostras conduzidas
em condicdo de elevado CO: ficaram retidas na PC1l negativa, decorrentes do
aumento na biossintese de glicose e acido fumarico (Figura 8 B).

Para caruru, houve efeito da concentracdo de CO:2 e condigdo convivéncia na
discriminagdo das amostras. Assim como observado para soja, o efeito da
concentragdo de CO2 também influenciou na discriminagdo entre as amostras de
caruru ao longo da PC1, enquanto a PC2 permitiu a discriminagdo entre as amostras

em monocultura das as amostras em convivéncia com soja, exceto para um conjunto
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de replicata bioldgica, o qual foi agrupado com as amostras controle (Figura 8 C). Os
principais metabdlitos responsaveis pela discriminagdo das amostras entre ambiente
e elevado CO:2 foram betaina, alanina, acetato, glicose e GABA. Observa-se na figura
9 D que as amostras em CO2 ambiente, PC 1 positiva apresentaram maior teor de
betaina, alanina e GABA, enquanto as amostras em elevado COz, PC 1 negativa
evidenciaram a maior concentracao de acetato e glicose. Em relacéo aos tratamentos
de convivéncia em condigdo de CO2 ambiente, as amostras em monocultura foram
diferenciadas de plantas em convivéncia com soja pela maior quantidade de glicose,
GABA, alalina e compostos fendlicos. Como os compostos fendlicos sdo compostos
minoritarios, foram analisados empregando HPLC, os quais confirmaram que o teor
relativo de rutina diminui sob alto CO2 (Figura 9 B).

A concentragdo de CO2 néo foi decisiva na discriminacdo das amostras de
leiteiro, no entanto, observa-se efeito dos tratamentos de convivéncia (Figura 8 E).
Plantas de leiteiro em convivéncia com soja foram agrupadas separadamente dos
demais tratamentos, ficando retidas na PC2 positiva devido o maior teor de sacarose
presente em suas amostras. Por outro lado, plantas cultivadas em elevado CO3, tanto
em monocultura quanto em convivéncia foram agrupadas com as amostras controle,
ao longo da PC2 negativa, e, apresentaram maior contetudo de glicose. (Figura 8 F).

Na andlise do perfil metabdlicos de soja por HPLC, houve diferenciacéo no teor
do flavonoide kaempferol di-glicosideo-raminosil, entre os tratamentos de CO: e
condicéo de convivéncia (Figura 9). Observa-se que em 400 ppm, ha diferenca no teor
de kaempferol entre as condi¢des de convivéncia, sendo que plantas em monocultura
apresentaram menor teor desse flavonoide, comparado a plantas em convivéncia com
caruru e com leiteiro, respectivamente. No entanto, 0 aumento da concentracédo de
COz2 resultou em incremento no teor de Kaempferol para todas as condi¢cbes de
convivéncia, ndo sendo observado mais diferenca entre as condicdes de convivéncia
(Figura 9). O aumento da concentracdo atmosférica de CO2 corroborou para o
aumento do teor de Kaempferol em 47, 30 e 17% para as condi¢des de monocultura,

Soja em convivéncia com caruru e soja em convivéncia com leiteiro, respectivamente.
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Figura 9. Comparacao relativa entre as areas do flavonoide kaempferol di-glicosideo-
raminosil em amostras de Soja (A), e 0s espectro de soja a 400 (B) e a
800 ppm (C).

Na analise do perfil metabdlicos de caruru por HPLC, houve diferenciacdo no
teor do flavonoide rutina, entre os tratamentos de CO2 e condi¢do de convivéncia, no
entanto ao oposto observado em soja (Figura 10). Observa-se que em 400 ppm né&o
h& diferenca no teor de rutina entre as amostras em monocultura e em convivéncia
com soja. Entretanto, o aumento da concentracdo de CO2 resultou em uma reducao
nos teores desse flavonoide, sendo nessa condicdo, plantas em monocultura
apresentaram maior teor de rutina comparadas a plantas em convivéncia com soja
(Figura 10). A redugao nos teores de rutina em 800 ppm foi de 23 e 40% para a
condicado de monocultura e caruru em convivéncia com soja, respectivamente.

Os compostos de HPLC para leiteiro identificou quatro metabdlicos que
diferiram-se entre os tratamentos de CO2, sendo esses metabdlicos pertencente a
classe de compostos fendélicos com 220/334 UV, com 220/334 UV, com 220/356 UV
e com 255/350 UV, que correspondem respectivamente aos picos retidos a 22,5; 30,5;
31,7 e 32,7 minutos (Figura 11).
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Discussao

O aumento da concentracdo atmosférica de CO: tem efeito direto no
crescimento e desenvolvimento das plantas devido primeiramente, mudancas na
assimilacao de carbono pela fotossintese (REDDY et al., 2010). Diversos estudos
suportam a hipétese de que esse aumento de CO:2 beneficiaria mais espécies de
metabolismo C3 comparado a C4, devido ao aumento da pressdo de CO2no sitio ativo
da enzima Rubisco. Segundo o IPCC (BERNSTEIN et al., 2007), até o final deste
século a concentragéo de COz2 no sitio ativo da Rubisco em plantas C3 deve aumentar
de 6,3 para 15 uM, aumentando a eficiéncia da fotossintese devido ao incremento da
carboxilacdo e reducdo da fotorrespiragdo (LONG et al., 2004; AINSWORTH,;
ROGERS, 2007). Um dos aspectos agricolas importante que pode ser afetado por
esse aumento € a interacdo entre plantas cultivadas e daninhas (NAIDU, 2015),
podendo isso implicar no manejo de plantas daninhas nos sistemas de cultivo.

Neste trabalho observou-se aumento da taxa fotossintética (A) de soja
decorrente do aumento de COz2, em condigbes de monocultura, ou seja, somente
plantas de soja, e, de convivéncia com leiteiro, mas nédo diferiu quando em convivéncia
com caruru. Embora a interferéncia de plantas daninhas poca alterar o efeito
estimulatorio do CO2 na fotossintese (ZISKA, 2001), a maior concentracdo desse gas
na atmosfera pode, por outro lado, mitigar as perdas de soja decorrentes da
interferéncia de plantas daninhas, tanto C3 e quanto C4 (DAVIS; AINSWORTH, 2012),
0 que poderia justificar o ganho na assimilacdo de carbono em condi¢cdo de
convivéncia com leiteiro.

O aumento da concentracao de CO:2 contribuiu também para o aumento da EUA
das trés espécies estudadas, corroborando os dados de fotossintese observados em
soja. Em caruru, o aumento da EUA ocorreu tanto em monocultura, quanto em
convivéncia com soja, enquanto que para leiteiro a EUA foi maior somente em
monocultura. Segundo Davis e Ainsworth (2012), incremento na concentracao
atmosférica de CO: afeta diferentemente plantas daninhas C3 e C4 em uma
populacdo, com menor efeito em nivel individual. Trabalhos realizados por esses

autores demonstraram que altas concentragdes de COz2, levaram a reduc¢ao na gs (néo
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observado no presente trabalho), e incremento na EUA em Amaranthus rudis e
Chenopodium album. Ainda, a produtividade de soja em convivéncia com A. rudis sob
elevado CO:2 nao diferiu do tratamento de monocultura, e as perdas ocasionadas pela
interferéncia de C. album também foram mitigadas quando comparadas ao tratamento
de soja em convivéncia com essa espécie sob CO2 ambiente (DAVIS; AINSWORTH,
2012), corroborando os dados de fotossintese apresentados no presente trabalho.

Um dos possiveis responsaveis pela maior tolerancia da soja a interferéncia de
plantas daninhas sob elevado CO2, embora ndo mensurado diretamente, pode ser a
umidade do solo (DAVIS; AINSWORTH, 2012). De Acordo com Davis e Ainsworth
(2012), evidéncias de outros trabalhos (BERNACCHI et al., 2007; LEAKEY et al.,
2009), permite aventar a hipétese de que o CO2 pode mitigar a interferéncia de plantas
daninhas em soja devido a redu¢do na competicdo por agua no solo, representada
pelo aumento da EUA.

Os pigmentos fotossintéticos, como as clorofilas a e b e os carotenoides,
também sao diretamente influenciados pela concentracdo atmosférica de CO2 (RAO
et al., 1995; ISDO et al., 1996; KUMARI et al., 2013). Neste trabalho, o contetudo de
clorofila a, b e total em soja, em monocultura, foi reduzido em elevado COq,
possivelmente devido ao aumento de A nesse condi¢cao. Reducao no conteudo de
clorofila sob elevado CO2 pode ser atribuido ao aumento da eficiéncia fotossintética
(GRAHAM; NOBEL, 1996), que posso ser confirmado observando os dados de RQA
(Tabela 2). Segundo Kumari et al. (2013), elevado CO2 atmosférico reduz o contetdo
de nitrogénio nas plantas, devido a maior diluigdo desse nutriente devido ao aumento
da fotossintese, e, consequentemente, reducao de clorofila.

Por outro lado, 0 aumento do conteudo de carotenoides em 800 ppm, quando
em convivéncia com leiteiro, pode ser uma resposta ao estresse causado pela
presenca da planta daninha, que também ajuda a explicar a maior assimilacao de
carbono nessa condicédo. Trabalho realizado por Kumari et al. (2013) no qual observou
aumento do conteudo de carotenoides em plantas sob estresse ambiental, sugere que
a maior concentracdo de CO:2 possa ajudar essas plantas a mitigarem os efeitos do
estresse oxidativo ocasionada por essa condicdo ambiental.

As EROs, responsaveis por esse estresse oxidativo nas plantas, podem ser

eficientemente eliminadas pelo sistema de defesa n&o enzimatico (glutationa,
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ascorbato, tocoferol e carotenoides) e enziméatico (SOD e POD), presentes nas
plantas (EKMEKCI et al., 2008; BLOKHINA et al., 2003). A SOD, primeira enzima
antioxidante no processo de detoxicacdo (TANYOLAC et al., 2007), converte o radical
superéxido (O2) em perdxido de hidrogénio (H202) (GRATAO et al., 2005), sendo este
por sua vez convertido em agua pelas enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX) (KUMARI et al., 2013).

O sistema antioxidante das plantas é flexivel e sob algumas circunstancias
redundante, o que significa que a contribuicdo das diferentes enzimas que o compde
pode mudar durante um estresse oxidativo (biético ou abi6tico) para manter o balango
redox na célula (YILMAZ et al., 2017). Desta forma, o aumento do CO2 pode induzir a
um estresse na planta, devido a maior assimilacdo de carbono pela fotossintese
(PINTO-MARIJUAN et al., 2013; SGHERRI et al., 2000), aumentando a quantidade
de ROS e a atividade dessas enzimas. Esses dados corroboram com os resultados
observados nesse trabalho, no qual a atividade das enzimas SOD e CAT aumentaram
em 800 ppm, nas condi¢cdes de monocultura e em convivéncia com leiteiro, devido a
maior assimilacdo de A nessas condi¢cfes. Enquanto que atividade da APX néo se
alterou nessas condic¢des, provavelmente devido a detoxicacdo de H20:2 estar sendo
mediada pela CAT.

Além do sistema enzimatico, compostos metabdlicos, principalmente os
flavonoides, apresentam grande importancia no sistema de defesa das plantas contra
0 estresse oxidativo. Os flavonoides séo derivados fendélicos que compreendem um
grande grupo de compostos quimicos caracterizados por um esqueleto de carbono
C6-C3- C6, onde C6 sdo estruturas de anéis aromaticos. Estdo amplamente
distribuidos em praticamente todas as partes das plantas, particularmente em células
fotossintéticas (YAO et al., 2004).

Nesse trabalho observou aumento no teor dos compostos fendlicos em soja
(kaempferol) e outros quatro metabolitos em leiteiro, todavia n&o identificados,
enquanto que em caruru, o teor do flavonoide rutina foi reduzido pelo aumento da
concentragdo de COz2. A sacarose é o primeiro metabdlico formado pelo processo de
fotossintese e compde o metabolismo primario das plantas. J& a glicose, também
parte do metabolismo priméario, € formada posteriormente no processo de respiracao,

no ciclo de Krebs. Nesse trabalho, para trés espécies estudadas, foi observado um
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aumento no teor de glicose em 800 ppm e reducdo dos niveis de sacarose,

possivelmente devido um incremento no processo respiratério dessas plantas.

Conclusao

O aumento da concentracdo de CO: interferiu nos processos fisiolégicos e
bioquimico de soja, caruru e leiteiro de forma diferenciada, de acordo com a condi¢cbes
de convivéncia de cada espécie. O incremento de CO2 resultou em maior assimilacéo
de carbono pela fotossintese somente em soja, no entanto houve aumento na
eficiéncia do uso da agua e no teor de carotenoides, para as trés espécies estudadas.

De forma geral, o incremento de CO2 atmosférico reduziu a peroxidagdo de
lipidio (MDA) em soja, caruru e leiteiro, no entanto maior atividade da enzima SOD foi
observada nessas trés espécies.

O perfil metabdlico foi modificado em decorréncia do aumento da concentracdo
de COgz, sendo que condicdo ambiente apresentou maior teor de sacarose, enquanto
que plantas em elevado CO2 apresentaram maior teor de glicose.

Soja e leiteiro apresentaram maior sintese de compostos flavonoides em

elevado COg, ja caruru apresentou reducdo do flavonoide rutina.
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