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RESUMO

Desde o inicio da Revolucdo Industrial as concentracbes de CO, atmosférico
aumentaram em cerca de 30% e estimativas apontam que esta concentracdo podera
atingir aproximadamente 720 ppm até a metade deste século. Estudos sobre o efeito do
alto CO, no desenvolvimento de diversas espécies vegetais ja foram realizados, porém
poucos mm espécies de gramineas tropicais do tipo G, como € o caso da cana-de-
acucar. Considerando a importancia econémica da cana e seu potencial na obtencéo de
biocombustiveis € importante saber como esta cultura ira responder ao aumento previsto
na concentragdo de CO, atmosférico. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito do aumento do CO. atmosférico sobre o crescimento, desenvolvimento e
metabolismo de carboidratos da cana-de-aclcar visando avaliar o potencial de seqlestro
de carbono e o impacto das mudancas climaticas sobre a produtividade. Paradmetros
fisioldgicos, bioquimicos e moleculares foram analisados em plantas cultivadas em
camaras de topo aberto durante 50 semanas com atmosfera de CO, ambiente (~370 ppm)
e elevada (~720 ppm). Os principais resultados obtidos indicam incremento em altura, na
taxa fotossintética e em biomassa de colmo e folhas das plantas cultivadas sob elevado
CO.. Ao final das 50 semanas foi detectado no colmo das plantas crescidas em tais
condi¢cdes, um aumento no tor de sacarose, de fibras € no conteldo de celulose. A
anadlise do perfil de transcritos de folhas apés 9 e 22 semanas de cultivo usando
microarranjos revelou expressao diferencial de 37 genes, sendo que 14 foram reprimidos
e 23 foram induzidos e correspondem principalmente a genes de fotossintese e
desenvolvimento. Nossos resultados indicam que a cultura da cana-de-aglcar tem
capacidade para sequestro de carbono e potencial para aumento na produtividade em
condicdes de alta concentracao de CO..

Palavras — chave:celulose, elevado CO,, seqlestro de carbono, produtividade.
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ABSTRACT

Since the beginning of the Industrial Revolution, the concentrations of CQO; in the
atmosphere increased about 30% and the current forecasts point out that this
concentration will each approximately 720 ppm until the middle of this century. Studies
about the effect of CO, on the development of several plant species have been performed.
However, few studies have been performed with tropical grass species having
photosynthesis Ca, as is the case of sugar cane. Due to the economic importance of sugar
cane and its high potential to obtain biofuel, it is important to known how this crop will
respond to the forecasted increase in the CO, concentration in the atmosphere. Therefore,
the goal of this work was to study the effects of increased CO, concentration on growth,
development and carbohydrate metabolism of sugar cane aiming the evaluation of the
potential of this gecie for carbon sequestration and the impact of the global climatic
change on its productivity. Physiological, biochemical and molecular features of these
plants have been analyzed during 50 weeks of growth in Open-Top-Chambers (OTCs)
with ambient (~370 ppm) and elevated (~720 ppm) CO, concentrations. After 50 weeks of
growth under these conditions, we observed an increase of sucrose content, fiber an also
in cellulose contents in stems of plants grown under elevated CO,. The microarray
analysis of the transcriptome of leaves was obtained after 9 and 22 weeks and revealed
differential expression of 37 genes. Fourteen genes were repressed and 23 induced by
elevated CO,. The latter correspond mainly to the processes of photosynthesis and
development. Our results indicate that the sugar cane crop has a high potential for carbon

sequestration and increase of productivity under elevated CO, concentrations.

Key words —cellulose, elevated CO,, carbon sequestration, productivity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aumento nas emissoes de gases de efeito estufa e mudancas climaticas

O efeito estufa é um fendmeno natural que ocorre na atmosfera e que possibilita a
ocorréncia de vida no planeta. Este fenémeno € promovido pela presenca de gases como
o diéxido de carbono (CO3), 0 0zénio (Os) e 0 metano (CH4) que, juntamente com o vapor
d’agua, possuem a propriedade de absorver e refletir parte dos raios infravermelhos,
contribuindo para aquecer a superficie terrestre. Por possuirem esta propriedade, estes
gases também sao conhecidos como gases de efeito estufa.

Apesar do beneficio que este fenbmeno propicia, atualmente ele tem sido visto
como algo negativo. Isso porque 0 aumento nas emissdes dos gases de efeito estufa, em
decorréncia da acao antrépica, tem intensificado o fendmeno que, aumentado, pode
trazer conseqliéncias negativas para o homem. Por este motivo, termos como mudancas
climaticas e aquecimento global comegam a ser amplamente utilizados em nosso
vocabulario.

Dentre os gases de efeito estufa, o didxido de carbono (CO,) € o que tem maior
contribuicdo através da atividade humana (Freund, 2005). O aumento das emissdes
provenientes, principalmente, da queima de combustiveis fosseis e do desmatamento,
teve inicio na Revolucao Industrial no século XVIII (Buckeridge & Aidar, 2002). Entre os
anos de 1996 e 2001, a média anual de aumento das concentragées de CO,na atmosfera
foi de 1,74 ppm (partes por milhdo) e entre os anos de 2002 e 2006, essa média subiu

para 2,09 ppm, atingindo a concentragdo de 384 ppm neste ultimo ano (NOAA, 2006).
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Além disso, as previsdes indicam concentracdes préximas a 720 ppm para a metade do
século XXI (Prentice, 2001).

Dados compilados pelo IPCC - Intergovernmental Panel Climate Change — (2001)
mostram alteracdes climaticas correlacionadas diretamente ao aumento da concentragdo
de CO, na atmosfera, que podem trazer consequiéncias diversas para a populagéo
humana e para a biodiversidade mundial. Apesar das incertezas nas previsdes sobre as
mudangas climaticas globais, Berthelot et al. (2005) revelam, em uma andlise com dados
de diferentes fontes, cenarios bem definidos para a Regidao dos Tropicos, a Regiao
Mediterranea e as altas latitudes do Hemisfério Norte.

Para a América Latina esta previsto um aumento de 2- 6 °C na temperatura da
superficie terrestre e aumento da freqiiéncia e intensidade de eventos extremos, tais
como: ondas de calor/frio, secas, enchentes e, principalmente, furacdes e tempestades
tropicais. No setor econémico, a pesca, a agricultura e o turismo tendem a ser 0os mais
afetados devido aos desastres naturais. O decréscimo da quantidade de agua potavel e o
aumento de doencas como dengue € malaria sdo algumas das consequéncias previstas
sobre a populagdo humana dessa regido. No Brasil, especificamente, espera-se elevacao
de aproximadamente 4 °C na temperatura da superficie terrestre; aumento de 10-15% na
precipitacdo durante o outono e reducdo desta durante o verdo e intensificacédo de

eventos com El Nifio e La Nifia na Regido Sul do pais (IPCC, 2001).

1.2 Efeitos do aumento da concentracao de CO, sobre as plantas

Ao longo dos periodos geoldgicos, as plantas habitaram um ambiente no qual a

concentracdo de CO, atmosférico variou entre 180 e 300 ppm, como mostram dados
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coletados em testemunhas de ar no gelo antartico (Figura 1). Entretanto, com o aumento
nas emissdes desse gas nos ultimos séculos, pode-se dizer que esses organismos nunca
habitaram um ambiente como o encontrado atualmente, no que diz respeito a

concentracao atmosférica de CO, (Kérner, 2006).
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Figura 1 — Acompanhamento das concentragdes de CO, atmosférico desde 650.000 anos
atras até o ano de 2006. Fonte: Kdérner (2006), modificado.

Este fato, associado ao potencial que as plantas possuem em assimilar carbono
atmosférico através da fotossintese e da produgdo de compostos de carbono, faz com
que estudos sobre o crescimento, desenvolvimento e metabolismo de plantas cultivadas
sob alto CO, recebam ampla atencao (Poorter & Navas, 200 3).

O aumento de CO, atmosférico pode afetar os proces sos biolégicos em diferentes
niveis de organizacdo (Mooney et al., 1999), sendo que os controles fisiol6gicos e
ecoldgicos sdo os estudados ha mais tempo (Ward & Strain, 1999). Em uma revisao,

compilando 124 trabalhos realizados em FACE (do inglés, Free Air Carbon Enrichment),
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Ainsworth & Long (2005) verificaram que as taxas fotossintéticas de plantas cultivadas em
elevado CO, aumentam 28%. Valores similares a este (aumento de 33%) foram
encontrados anteriormente por Wand et al. (1999) em espécies de gramineas Cz; em
diferentes condigbes de crescimento. O estudo de Ainsworth & Long (2005) também
mostra que ocorre redugdo na taxa de conduténcia estomatica de aproximadamente 20%
e aumento na eficiéncia do uso da agua em até 50%.

O aumento nas taxas fotossintéticas e a melhora nas relagées hidricas observados
nas plantas cultivadas em elevado CO, normalmente geram incrementos de biomassa e
altura nestas plantas, que séo respectivamente 49% e 12% maiores do que nas plantas
cultivadas em atmosfera ambiente de CO, (Poorter & Pérez-Soba, 2002; Ainsworth &
Long, 2005). Aidar et al. (2002) estudando plantulas de jatoba (Hymenaea courbaril)
encontraram também alteracées na relagao raiz:parte aérea, decorrentes das mudancas
no conteldo de biomassa dos diferentes tecidos, quando as plantas foram cultivadas em
ambiente com CO, elevado.

Efeitos como aumento da capacidade de crescimento em plantulas, da rebrota de
individuos podados, mudancas no padrao de reproducao (Ward & Strain, 1999) e
aumento da massa em sementes (Poorter & Navas, 2003) também podem ser
observados neste tipo de experimento.

Comparando o padrao de incremento de biomassa de plantas de diferentes grupos
funcionais, Poorter & Navas (2003) verificaram aumento de 45% neste parametro em
espécies herbaceas do tipo Cs, 48% em arbdéreas C;, 23 % em plantas com metabolismo
fotossintético CAM e 12% em plantas G, crescidas em alto CO,. Wand et al. (1999)
também comparando G; x G, em elevado CO,, encontraram diferengas em assimilagcao

fotossintética de 33% e 25%, respectivamente.
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Apesar do estimulo médio de ganho de biomassa e assimilacdo fotossintética
serem menores para plantas C, eles nao podem ser considerados insignificantes. Por
muito tempo acreditou-se que as plantas G, ndo responderiam ao aumento do CO, em
fungdo do mecanismo de concentragdo de CO, presente nas células da bainha vascular
destas espécies, que confere alta eficiéncia fotossintética as mesmas. E, de fato, alguns
experimentos como o realizado por Bowes (1993), mostraram que nao houve diferencas
significativas quando plantas Cs foram submetidas ao tratamento com elevado CO-. Por
outro lado, outros estudos demonstraram que plantas C, podem responder
significativamente ao aumento de CO, e algumas até de forma semelhante a espécies C;
(Ghannoum et al., 1997; Read et al., 1997; Ziska & Bunce, 1997; Morgan et al., 2001;
Pooley et al., 2003; Sage & Kubien, 2003; Leakey et al., 2004).

Diversas especulagcbes sao feitas em torno dessas diferencas de comportamento
de plantas C, em elevado CO, e as respostas encontradas sao normalmente atribuidas a
trés fatores: (1) algumas espécies C, podem estar saturadas as concentracdes atuais de
gas carbbnico enquanto outras nao; (2) o efeito pode ser devido a diminuicdo da
condutancia estomatica decorrente do cultivo em alto CO, que pode reduzir a transpiracéo
e melhorar o status de &agua; (3) a diminuicdo da transpiracdo pode aumentar a
temperatura foliar, proporcionado a temperatura 6tima para o processo fotossintético
(Ghannoum et al., 2000)

Contudo, outros autores como LeCain & Morgan (1998) e Ziska et al. (1999)
acreditam que as plantas C, também podem responder ao aumento do CO, atmosférico
por mudangas na razéo Rubisco:PEPCarboxilase, através da fixagao direta de CO. pelas
células da bainha vascular e devido aos modelos de ‘bombeamento” de CO, para essas

mesmas células.
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Além das mudancgas em nivel fisiolégico, as mudancgas ocasionadas pelo aumento
no CO, em nivel celular também sdo de extrema importancia para tentarmos entender
como ocorre a interligacdo destes processos (Pritchard et al., 1999). Segundo estes
autores, mudangas no padrdo de divisdo celular, aumento da expansado celular e
mudangas nas concentragfes de carboidratos sollveis e amido sdo os efeitos mais
observados em plantas crescidas em atmosfera enriquecida com CO,. Em soja, o cultivo
em elevado CO: resultou em aumento nos teores de sacarose, frutose, glucose e amido
em diferentes estadios de desenvolvimento da planta (Rogers et al., 2004). Em cana-de-
acucar, também foi verificado um aumento de 26% e 15% no teor de agucares sollveis
totais apds 7 e 14 dias da emergéncia da folha, respectivamente em plantas cultivadas
em atmosfera com 720ppm de CO, (Vu et al., 2006).

Estudos de alteracbes do conteldo de componentes da parede celular em plantas
crescidas em elevado CO,, em especial da celulose, sdo bastante importante, pois ao
acumular celulose as plantas sequestram carbono (Buckeridge & Aidar, 2002). Estudando
arvores de carvalho, Aranda et al. (2006) encontraram diferengas significativas no
conteudo de celulose em folhas, mas ndao observaram mudangas nos teores de lignina e
hemiceluloses. Um aumento no conteddo de celulose (aproximadamente 33% em folhas e
19% em caules) também foi observado em plantulas de jatob& crescidas em atmosfera
com 720 ppm de CO, (Marilia Gaspar e Marcos S. Buckeridge, comunicagao pessoal).
Em folhas de Arabdopsis o0 aumento no teor deste composto foi de 22% (Teng et al.,
2006).

Empregando a técnica de microarray ou chip de DNA, diversos autores tém
mostrado uma ampla variedade de respostas em nivel molecular de plantas crescidas em

atmosfera com elevado CO.. Taylor et al. (2005), estudando arvores de Populus



18

euramericana, mostraram que a expressdo de genes relacionados com fotossintese,
metabolismo de carboidratos e de amino&cidos e ciclo celular € modificada sob alto CO;, e
que essas alteracbes de expressao dependem da idade das folhas. Ainda em Populus,
genes de armazenamento de proteinas e genes envolvidos na expansao celular foram
induzidos em folhas de plantas cultivadas em 1200 ppm de CO.. No caule destas mesmas
plantas os genes relacionados a sintese de lignina foram induzidos e aqueles
relacionados com formacédo de parede celular e crescimento foram reprimidos (Druart et
al., 2006).

Ainsworth et al. (2006), verificaram aumento de transcritos em folhas jovens de
soja (crescida em elevado CO,) envolvidos principalmente com crescimento e proliferagéo
celular e também genes que podem estar relacionados com o processo respiratério e
mobilizacao de carboidratos, fornecendo energia e aglcares precursores para a expansao

foliar e para o crescimento.

1.3 Crescimento e desenvolvimento da cana-de-acucar

Como a maioria das espécies de Poaceae, a cana-de-agucar (Saccharumssp) se
desenvolve formando touceiras (Segalla, 1964). Na préatica, a cana-de-aglUcar é
propagada vegetativamente por secgdes do colmo, denominadas toletes, contendo uma
ou mais gemas. O processo de transicdo da gema do estado de dorméncia para o
crescimento ativo € um fendmeno complexo, desencadeado por enzimas e regulado por
hormdnios de crescimento (Malavolta & Haag, 1964).

A brotagcao da gema se inicia com o crescimento das raizes de fixacao, que apés o

desenvolvimento das raizes verdadeiras, desintegram-se (Pinto, 1965). O sistema
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radicular da cana-de-aclUcar pode atingir grandes profundidades, aumentando as
possibilidades de sobrevivéncia, mesmo em periodos de deficiéncia hidrica. O
crescimento e a distribuicao das raizes variam acentuadamente com a idade da planta e
podem variar também em funcao da freqiéncia de irrigacao (Machado, 1987).

O colmo que se desenvolve a partir da gema € denominado, inicialmente, de
“‘materno” ou primario. Esse caule é composto por uma sucessao de internés em
diferentes estadios fisiolégicos (intern6s maduros, em maturagéo e imaturos). Os intern6s
imaturos, que possuem crescimento intenso, estdo localizados na regidao do colmo com
folhas verdes, séo fibrosos, com alta concentragdo de hexoses e baixa concentragdo de
sacarose (Paranhos, 1987). Amedida que esses internés se desenvolvem, a taxa de
crescimento diminui progressivamente e ocorre, em condicbes favoraveis, o
armazenamento de sacarose (Machado, 1987).

As folhas da cana-de-aglcar, que possuem metabolismo fotossintético C,, sdo
inseridas nos nds, ocupando usualmente posicoes alternadas no colmo. Sao constituidas
de duas partes: bainha (parte que sustenta e fixa a folha no colmo) e lamina, que
apresenta comprimento e largura variaveis e possui as margens serreadas (Pinto, 1965).
No periodo inicial do desenvolvimento da cana, a maior parcela de fotoassimilados
produzidos é destinada ao crescimento das folhas (Machado, 1987).

Segundo Van Dillewijn (1952), o crescimento e desenvolvimento da cana-de-
acucar dependem de fatores internos e externos, sendo estes Ultimos especialmente
elementos climaticos como precipitacao, umidade do ar e temperatura.

A cana cultivada atualmente no Brasil € uma variedade obtida através de
melhoramento genético, que conferiu a planta maior produtividade e resisténcia a

doencas (Figueiredo et al., 1995).
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Segundo Castro (1999) o plantio da cana-de-acUcar na regido Centro-Sul é feito
em duas épocas conhecidas como “plantio de cana de ano” e “plantio de cana de ano e
meio”. O plantio feito em outubro permite a colheita da cana com 12 meses (“cana de
ano”), enquanto o plantio feito em janeiro-fevereiro, permite a colheita com 18 meses

(“cana ano e meio”) (Figura 2).

Plantio
TEMEETaAlUlD  —— cana de ano

Fluviosidade = = = =

‘ Maturacio ‘ Colheita ‘
< Perfilhamendto | piaxime P
RS 7 = [Desenvolvimento )
- el 7
b Y ] ~ J
~ ! S,
a
- ! \ 1
~ [} AN 7
Y Y
- 7
Plantio cana J h_./ ’
de ano e meio ~ ~ ’ ~ ’
~ 7’ ~ - Y
— SN -
D I : Mazximo ‘ Maturacgio | ‘ Colheita
esenvolvimento :
Perfilhamento I ; Desenvolvimento
ento

JAN FEV MAR ABE MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOVDEZ
Figura 2 — Ciclos da cana-de-aglcar e variagdes de temperatura e pluviosidade para

a regiao Centro-Sul do Brasil. Fonte: Castro, 1999.

1.4 Cana-de-acucar como planta modelo para o estudo dos efeitos do aumento

previsto de CO, atmosférico

Apesar de cerca da metade das gramineas do mundo possuir metabolismo

fotossintético do tipo C,, como é o caso da cana-de-agucar, poucos estudos tém testado a
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resposta ao aumento de CO, em gramineas de clima temperado e somente uma pequena
parcela utiliza gramineas tropicais. Estas plantas contribuem, segundo Ehleringer et al.
(1997), com aproximadamente 18% da produtividade global. Dessa forma, uma mudanca
no clima podera trazer conseqiéncias para a produtividade primaria do mundo (IPCC,
2001; Prior et al., 2005).

A cana-de-agucar € uma graminea tropical que tem provavel origem na Nova
Guiné e que foi introduzida no Brasil em 1533 (Doorembos & Kassam, 1979). Sua cultura
tornou-se importante para o pais desde o periodo colonial, mas teve sua maior expansao
apos a década de 80, com o advento do Proalcool. Atualmente o Brasil € o maior produtor
mundial de cana-de-agticar, seguido pela india e Australia (UNICA, 2006). Segundo
dados estatisticos do IBGE (2006), o pais produziu no ano de 2005 cerca de 420 milhbes
de toneladas da planta.

O pais cultiva mais de cinco milhdes de hectares de cana-de-agucar em todo o seu
territério, mas é no Estado de Sao Paulo que se concentra a maioria das lavouras, o que
representa aproximadamente metade da producdo nacional (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, 2004).

No Brasil, os sistemas de produgdo de cana-de-agUcar ainda sdo bastante
heterogéneos, no que se refere a modernizagao tecnoldgica dessa atividade (Embrapa,
2004). A queimada do canavial, utilizada para facilitar a colheita, libera na atmosfera uma
alta concentragcao de poluentes (Guarnieri & Jannuzzi, 1992). Assim, a extingdo dessa
técnica configura uma alternativa bastante interessante e viavel para o processo de
reducdo da emissdo de gases do efeito estufa, entre eles o CO,, denominado de

“mitigacao”.
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A cana-de-acucar é responsavel por cerca de 98% das emissbes de gases
provenientes da queima de residuos agricolas no Brasil (Lima, 1999). Entretanto, segundo
a Embrapa (2002), apesar de ocorrer emissao de CO, durante as queimadas, o balango
entre a emiss@o deste gas na atmosfera e a retirada dele pelo processo fotossintético no
ciclo seguinte é nulo, uma vez que a cultura reabsorve uma quantidade de CO,
equivalente ao emitido. A adogdo do manejo da colheita sem queima prévia tornaria o
balango de CO: positivo e com este intuito, 0 Governo do Estado de Sao Paulo promulgou
em 19 de setembro de 2002 a lei n® 11.241, que dispde sobre a eliminagao gradativa da
gueima da palha da cana-de-agucar e da providéncias correlatas (Governo do Estado de
Sao Paulo, 2004).

Considerando que a cana-de-agucar ocupa uma grande area agricola brasileira e
constitui uma parcela importante da economia no pais, é de grande importancia saber
como esta cultura ird responder as mudancgas nas concentracées de CO, previstas para a
primeira metade deste século, com o intuito de presumir qual o possivel cenario para a
cultura de cana no Brasil.

Além disso, a cultura de cana-de-agucar tem recebido ampla atencao
internacional. A queima de combustiveis fosseis, que sdo a forma predominante de
obtencdo de energia no mundo (86%), contribui com 75% da emissdo do CO, para a
atmosfera. Sendo assim, o alcool, obtido da cana-de-aglcar, consiste em um combustivel
alternativo importante em substituicdo ao uso dos combustiveis fésseis. Essa grande
dependéncia de combustiveis fosseis pelos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
aliada a um periodo de crescimento econémico intenso e mais recentemente a aceleragao
do crescimento econdmico dos paises asiaticos, vem pressionando o0s setores

relacionados ao desenvolvimento tecnoldgico a encontrar fontes alternativas de energia.
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Segundo Macedo (2000), a producao de alcool e sua utilizacdo como combustivel
alternativo a gasolina, tém permitido ao Brasil reduzir as suas emissdes totais de gases
de efeito estufa em 20%. O alcoal, juntamente com outros produtos provenientes da cana-
de-agucar, proporciona a industria canavieira privilégios, no que se refere a obtencao dos
certificados de reducdo de emissdes do Mecanismo de Desenvolvimento Limpo, do
Protocolo de Kyoto (UNICA, 2006).

Em 2001, o Brasil finalizou um passo importante para melhorar o conhecimento
sobre a cana e sua capacidade produtiva. O projeto genoma da cana-de-agucar
(SUCEST), que teve a duracédo de 2 anos, permitiu que 238 mil fragmentos de genes
(Expression Sequence Tags ou ESTs) fossem identificados, o que equivale a
aproximadamente 50 mil genes da planta (Vettore et al., 2001).

Este projeto deu origem a um banco de dados
(http://sucest.cbmeg.unicamp.br/public/), que foi aberto a um numero restrito de
pesquisadores que mineraram o0 banco a procura de genes relacionados com diversos
processos biolégicos. Como resultado dessa busca, Lima et al. (2001) encontraram 459
genes potencialmente relacionados com o metabolismo de parede celular. Da mesma
forma, outros trabalhos foram desenvolvidos, constituindo um conjunto basico e
fundamental de dados para um maior entendimento dos processos fisiol6gicos e
bioquimicos da cana-de-agucar (Vettore et al., 2003).

Com o objetivo de relacionar algumas das seqiéncias obtidas pelo projeto
SUCEST com a fungédo de genes de interesse biotecnolégico, foi iniciado o projeto
SUCEST-FUN (http://www.sucest-fun.org), que deu origem a um chip de DNA que relne

aproximadamente 4.600 genes, principalmente do metabolismo de carboidratos.
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Utilizando este chip do projeto SUCEST-FUN, ja foi possivel identificar padrbes de
expressao diferenciados para plantas de cana-de-acucar contrastantes para acumulo de
sacarose e submetidas a estresse hidrico, além de possibilitar a compreensao a respeito
da heranga genética dos ancestrais da cana (Equipe da Dra. Glaucia Mendes Souza, do
Laboratério de Transdugéo de Sinal, Instituto de Quimica — USP, dados n&o publicados).

Toda essa situagao coloca atualmente a cana-de-aglcar como um foco central
para a obtengao de biocombustiveis em larga escala (Furtado & Scandiffio, 2006).

No cenario previsto para 0 ano de 2050, uma resposta positiva da cana ao

aumento do CO, podera auxiliar o pais a elevar ainda mais a produgao de biocombustivel.
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo analisar os efeitos de uma atmosfera enriquecida
em CO, sobre variaveis fisiolégicas (trocas gasosas, crescimento e acUmulo de
biomassa), bioquimicas (conteldo e composi¢cdo de carboidratos sollveis e ligados a
parede celular) e moleculares (expressao de genes relacionados ao metabolismo de

carboidratos) durante um ano de desenvolvimento de plantas de cana-de-aglcar.

s

O principal interesse deste estudo é auxiliar na compreensao do processo de
resposta desta graminea tropical, de grande importancia econémica, a presencga de altas
concentracdes de CO,na atmosfera visando avaliar o potencial de sequestro de carbono

e o impacto na produtividade das culturas de cana-de-acucar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo e coletas das plantas

A cana-de-agucar foi cultivada a partir de toletes com uma gema, provenientes de
plantas da variedade SP80-3280 (cedidos pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) —
Piracicaba), que foram previamente selecionados de acordo com a massa fresca, visando
a uniformidade do plantio. Os toletes foram plantados em vasos plasticos de
aproximadamente 0,036 m® contendo terra vegetal. Em cada um dos vasos foram
colocados quatro toletes. O plantio foi realizado no dia 07 de abril de 2005.

Logo apés o plantio, os vasos foram distribuidos em quatro cadmaras de topo
aberto (OTC'’s, do inglés Open Top Chambers) de 1,5 metros de diametro e 4 metros de
altura, providas de um sistema de circulacdo de ar (Figura 3). Apds 13 dias de cultivo, os
toletes que nao brotaram foram retirados, restando de duas a trés plantas por vaso. Os
vasos foram redistribuidos aleatoriamente nas camaras de tal forma que cada um dos
tratamentos (ambiente ou controle — aproximadamente 370 ppm e elevado CO, —
aproximadamente 720 ppm) ficasse com 28 plantas. Em duas das cdmaras foi acoplado
um cilindro de diéxido de carbono (CO,) para que a atmosfera interna da cadmara se
mantivesse a uma concentragao préxima a 720 ppm desse gas. Nas outras duas foi
injetado somente ar atmosférico (370 ppm de CO,). As concentra¢des do gas no interior
das camaras foram monitoradas a cada dois dias com um medidor de CO,, modelo Testo
535.

Apbés 32 semanas de experimento, as plantas foram transferidas para vasos

maiores (0,109 m®) com o mesmo substrato inicial, sendo replantadas 2 plantas por vaso.
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Ao longo do experimento, a umidade do solo foi monitorada com auxilio de
tensibmetros instalados em um vaso por cdmara, de modo que a tensao da agua do solo
nunca ultrapassasse 20 kPa. A adubacao foi realizada a cada 4 meses, seguindo as

instru¢des do Centro de Tecnologia Canavieira.
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Figura 3 - Esquema das camaras de topo aberto (OTCs) onde
as plantas foram cultivadas. 1 — Cilindro de CO,; 2 — Valvula
reguladora de fluxo; 3 — Entrada de CO, no sistema; 4 —
Entrada de ar atmosférico; 5 — Ventilador. (*) Presentes

somente nas camaras com 720ppm de CO..

Para as analises do conteldo de aclcares sollveis totais e redutores e de
expressao génica foram feitas trés coletas como mostrado na Tabela 1. Amostras de

folha, colmo e raiz foram retiradas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
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estocadas a -80 °C. Em cada uma das coletas foram retirados dois vasos por tratamento.
As plantas coletadas de cada um dos vasos foram reunidas em uma amostra Unica,
resultando em duas amostras finais por tratamento. Na coleta apés 50 semanas foram
retirados 4 vasos por tratamento.

Para a determinagdo do acumulo de biomassa foram feitas cinco coletas e para
andlises de produtividade uma Unica coleta ao final do experimento (Tabela 1). As
mesmas plantas das quais foram retiradas amostras para congelamento instantaneo
foram separadas individualmente em folha (lamina e bainha), colmo e raiz para obtencgao
dos dados.

Tabela 1 — Calendario das coletas durante o experimento, com as

respectivas andlises realizadas.

Semanas de cultivo no CO, Tipo de analise

Conteudo de agUcares, expressao

13 génica e determinacdo de biomassa

Conteudo de aglcares, expressao

22 génica e determinacédo de biomassa

26 Biomassa

31 Conteldo de aglcares e determinagéo
de biomassa

50 Biomassa e produtividade

3.2 Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos foram coletados na Estacdo Meteoroldgica do Instituto

de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas — USP, situado no Parque Estadual das
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Fontes do Ipiranga (PEFI), a aproximadamente 1 km do local de realizagcdo do

experimento.

3.3 Medidas de parametros fisiologicos

3.3.1 Trocas gasosas

Para a avaliacdo das taxas de trocas gasosas foi utilizado um IRGA (Infra Red Gas
Analyser) modelo LI-COR® 6400- Inc., Lincoln, acoplado a uma camara que permite o
controle de luz, temperatura e concentragao de CO,. Os valores foram obtidos a partir de
medidas instantaneas apds 6, 10, 13, 18, 22, 26, 31 e 50 semanas de experimento.

A intensidade luminosa utilizada foi de 1500 umol m?s™, selecionada a partir de
experimentos prévios que determinaram o ponto de saturacdo luminoso (A.) para as
condicdes de crescimento especificadas. A temperatura da folha foi mantida constante
em 28 °C e a concentragdo de CO, dentro da camara foi de 370 ppm ou de 720 ppm de
acordo com o tratamento da planta analisada. Todas as medidas foram realizadas entre

10 e 14 horas, na regiao mediana da folha +1 (a primeira folha com a ligula exposta).

3.3.2 Fluorescéncia da clorofila a

As medidas de emissao de fluorescéncia da clorofila a para avaliagao da eficiéncia

fotoquimica maxima do fotossistema Il (F,/F,) foram obtidas utilizando-se de um

fluorometro (modelo OS5-FL, Opti-sciences). Antes do inicio das medidas as folhas
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analisadas (folhas +1) foram pré-adaptadas ao escuro por um periodo de 30 minutos para
completa oxidacao dos componentes do sistema de transporte de elétrons.

A obtencdo de dados foi feita acoplando-se a fibra 6ptica do fluorbmetro nas
camaras de analise, por onde foram disparados inicialmente fracos pulsos de luz
vermelho-distante (1-2 umol m?s™), para determinacéo da fluorescéncia minima emitida
(Fo), quando todos os centros de reacdo do FSll estdo na forma oxidada. Em seguida, um
pulso de luz saturante, com irradiancia de 3000 pmol m?s™ foi aplicado para promover,
temporariamente, a maxima redugdo do aceptor primario de elétrons do FSlI,
determinando-se, assim, a fluorescéncia maxima (F,,) emitida pelas amostras adaptadas
ao escuro.

A partir dessas medidas, foram estimados os valores de F,/F,, conforme descrito
por Genty et al. (1989). A nomenclatura utilizada segue as recomendacdes de Van Kooten
& Snel (1990).

As medidas de F/F, foram feitas ap6s 10, 18 e 26 semanas do inicio do

tratamento no CO..

3.3.3 Crescimento

O crescimento das plantas foi avaliado a partir de medidas de altura, célculo da
taxa de crescimento relativo e determinagcdo do acumulo de biomassa. As medidas de
altura foram realizadas da base do tolete até a ponta da folha mais jovem. Essas medidas
foram realizadas nas mesmas semanas em que foram coletados os dados de trocas

gasosas (item 3.3.1).
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Para a determinagéo do acumulo de biomassa foram realizadas coletas ap6s 13,
22, 26, 31 e 50 semanas do inicio da exposicao ao elevado CO.. Foram coletadas de 5 a
6 plantas (2 vasos) por tratamento até a 312 semana e, na 502 semana foram coletadas 8
plantas por tratamento (4 vasos). Os diferentes tecidos, divididos em folha (lamina e
bainha), colmo e raizes, foram secos em estufa a 60 °C até peso constante e,
posteriormente pesados.

Como nao foi possivel separar as raizes de cada uma das plantas, devido ao
emaranhado que foi formado, a pesagem deste érgéao foi feita a partir de todas as raizes
contidas em cada um dos vasos.

O acumulo de biomassa do colmo apdés 50 semanas foi estimado a partir do
calculo de teor de agua, realizado no CTC, devido a utilizagao dos colmos frescos para as
analises dos dados de produtividade (item 3.5).

A taxa de crescimento relativo (TCR), que indica o incremento de matéria seca por

unidade de tempo, foi calculada como sugerido por Hunt et al. (2002).

3.3.4 Conteudo de agua no tecido

Para o calculo do conteudo de 4gua em cada um dos tecidos foram utilizados os
valores de massa fresca, obtidos logo ap6s as coletas das semanas 13 e 22.

O caélculo foi feito a partir da seguinte férmula:

% de HQO =

Mxﬂ)g
MF
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Onde: MF = Massa Fresca

MS = Massa Seca

Para o colmo também foi calculado o teor de agua apds 50 semanas, segundo
metodologia utilizada no CTC. Cem gramas de cada amostra de colmo, previamente
desintegrado, foram colocados na estufa a 105 °C para secagem até peso constante.
Depois de seco o material foi pesado e a perda de peso na secagem foi considerada

como o valor da porcentagem de agua.

3.4 Analises bioquimicas

3.4.1 Quantificacao de carboidratos soluveis

Para a quantificagdo de carboidratos soluveis foi utilizado o material vegetal
congelado em nitrogénio liquido e estocado a -80 °C, como descrito no item 3.1. Apds
macerar cada uma das amostras, compostas de duas ou trés plantas de cada tratamento,
uma parte foi liofilizada enquanto a outra permaneceu a -80 °C para as analises de
expressao génica. Depois de liofilizado, 20 mg do p6 obtido de cada uma das amostras
foram submetidos a extracdo com 1 mL de etanol 80% (v:v) durante 20 minutos a 80 °C
por 6 vezes, para a completa retirada dos agucares solluveis. O sobrenadante obtido foi
diluido com agua destilada para que as amostras pudessem ser congeladas e apos
congelamento, foi seco em liofilizador. O material seco foi ressuspendido em 1mL de

agua destilada.



33

A quantificagéo de agucares soluveis totais nas amostras foi efetuada pelo método
do fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) e a de acucares redutores pelo método Somogy-

Nelson (Somogy, 1945), sendo usada glucose (1 mg mL™") como padrao.

3.4.2 Anadlise dos polissacarideos de parede celular por Fourier-transformed

infrared (FT-IR)

Esta analise foi realizada no Departamento de Botanica e Patologia Vegetal da
Universidade de Purdue (Indiana, Estados Unidos), sob a supervisao do Dr. Nicholas C.
Carpita.

A técnica de espectroscopia denominada Fourrier Transformed Infrared (FT-IR) é
bastante utilizada para analise de compostos de parede celular (Kacurakova & Wilson,
2001). E uma técnica que se baseia na energia de vibracdes das moléculas quando estas
sdo submetidas a um feixe de luz infravermelha. Cada molécula tem vibragbes
especificas, que dependem de suas ligagbes e grupos funcionais (McCann et al., 1997).

O material utilizado nesta andlise foi o material seco de folhas, colmos e fibras da
coleta apdés 50 semanas de aultivo, que foram pulverizados em moinho de bola. Para
cada tecido, foram utilizadas 4 amostras de cada um dos tratamentos.

Para a preparacao da parede celular, 1,5 mL de agua destilada foi adicionado a
aproximadamente 15 mg de cada amostra. Estas amostras foram incubadas a 100 °C por
5 minutos, para que o material fosse hidratado. Ap6s a incubagdo, o material foi
centrifugado e o sobrenadante descartado. O precipitado foi suspenso em tampao
Tris[HCI] 50 mM, pH 7,0, contendo 1% de SDS e as amostras foram incubadas a 80 °C

por 15 minutos para a extracado de proteinas e outros componentes nao pertencentes a
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parede celular. Apos a incubacao, as amostras foram coletadas em filtro de nylon (poro de
47 um, Nitex) e lavadas exaustivamente com agua destilada a 80 °C. O residuo de cada
amostra apds a filtragem foi transferido para um novo microtubo e suspenso em agua
destilada. Trés esferas de metal (5 mm de didmetro) foram colocadas em cada um dos
microtubos e as amostras foram, entdo, homogeneizadas a 1200 ciclos min" em um
agitador orbital (Geno-Grinder, SPEX Certi-Prep) por 10 minutos. As amostras de parede
celular foram novamente coletadas em filtro de nylon e lavadas com etanol 50% quente e,
em seguida, com agua a 80 °C. A etapa de homogeneizacao foi repetida mais uma vez e,
apos a filtragem, as amostras foram suspensas em agua deionizada.

Aliquotas de 6 uL da parede celular suspensa de cada uma das amostras foram
pipetadas sobre laminas de ouro, proprias para a analise por infravermelho (EZ-Spot,
Spectra-Tech). As laminas com as gotas do material pipetado foram secas a temperatura
ambiente, de forma que uma fina camada de material ficou depositada sobre a superficie
do ouro.

Os espectros foram coletados por um espectrémetro infravermelho com detector
de mercurio- telureto de cadmio (Thermo-Electron, Madison), resfriado com nitrogénio
liquido. Uma é&rea de parede celular de 125 x 125 um foi selecionada para a obtencéo de
cada espectro, que foi feita pelo software OMNIC 3.2. Cada espectro obtido consiste
numa média de 128 digitalizacées com 8 cm™ de resolugéo.

Foram obtidos para cada um dos tecidos dos diferentes tratamentos, 55 espectros

que foram, posteriormente, normalizados e analisados.
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3.4.3 Analise do perfil de monossacarideos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (GC-MS)

O perfil dos monossacarideos foi realizado sob supervisdo do Dr. Nicholas C.
Carpita.

Os monossacarideos constituintes da parede celular foram analisados por
cromatografia gasosa. Aliquotas de 400 uL do material de parede celular suspenso foram
hidrolisadas com 400 pL de TFA 4 M com 1 mM de inositol, utilizado como padréo interno.
As amostras foram incubadas a 120 °C por 90 minutos, com agitacdo manual a cada 30
minutos para a hidrélise completa. Apos resfriamento do material, as amostras foram
centrifugadas por 1 minuto e o sobrenadante transferido para outro tubo, onde foi seco
sob fluxo de ar a 40 °C.

Depois de secas, as amostras, contendo os acucares a serem analisados, foram
convertidas em alditdis-acetatos (Gibeaut & Carpita, 1991). Os alditdis-acetatos foram
separados por cromatografia gasosa em coluna capilar de silica SP-2330 (0,25 mm X
30 m, Supelco, Bellefonte) numa programacao de temperatura de 170 a 240 °C, com
aumento de 5 °C min™', sendo o nitrogénio utilizado como gas de arraste. A composicao

de agucares foi verificada pelo espectrometro de massa segundo Carpita & Shea (1989).

3.5 Analises de produtividade

Para a obtencdo dos dados de produtividade apdés 50 semanas, os colmos de 8

plantas de cada tratamento foram coletados separadamente e levados para o Laboratério
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de Analises do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) - Piracicaba, onde foram feitas as
andlises.

Os colmos de cada uma das plantas foram desintegrados e a amostra resultante
foi homogeneizada. Apos este processo, foram pesados 500 g de cada amostra de colmo
em balanca de precisdo que foram prensados durante 1 minuto a 250 kgf cm™. O caldo
resultante da prensa foi coletado e o residuo, denominado de bolo umido, foi transferido
para uma bacia plastica e pesado em balanga de precisao antes de ser mantido em estufa
de circulagao forgcada de ar a 105 °C até peso constante. Apds a secagem completa, a
amostra foi novamente pesada e obteve-se entdo, o valor do bolo seco. Os valores de
bolo umido e bolo seco foram utilizados para os célculos de porcentagem de fibras e teor

de sacarose (itens 3.5.2 e 35.3).

3.5.1 Grau BRIX

O grau BRIX foi obtido através de leitura em refratdmetro 6ptico com correcéo a

20 °C com o caldo coletado das amostras apds o procedimento descrito acima.

3.5.2 Porcentagem de fibras (Fc)

A porcentagem de fibras das amostras foi obtida a partir dos pesos dos bolos

umido e seco juntamente com o grau BRIX do caldo extraido a partir da formula:

Fc =100 x PBS — PBU x BCE

5 (100 — BCE)
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Onde : Fc = porcentagem de fibras
PBS = Peso do bolo seco
PBU = Peso do bolo imido

BCE = grau BRIX do caldo extraido

3.5.3 Teor de sacarose (Pc)

Para a determinagao do teor de sacarose nos colmos, 200 mL do caldo extraido
foram homogeneizados com 8-10 g de mistura clarificante contendo cloreto de aluminio.
Apds homogeneizadas, cada uma das amostras foi filtrada em papel filtro colocado no
funil sobre uma proveta. O filtrado limpido foi colocado em um sacarimetro provido de
tubo polarimétrico de fluxo continuo, com o qual se efetuou a leitura sacarimétrica (LAI).

O valor do teor de sacarose no tecido foi determinado a partir das seguintes

formulas:

LPb = 1,0078 x LAl + 0,0444 (1)
SCE = LPb x Fator de pol (2)
C=1,0313 - 0,00575 x Fc 3)
Pc=SCE (1-0,01 Fc)C (4)

Onde: LPb = Leitura sacarimétrica equivalente ao subacetato de chumbo
LAl = Leitura sacarimétrica com cloreto de aluminio
SCE = porcentagem de sacarose do caldo extraido

Fator de pol = vaor obtido por uma tabela em funcéo do grau BRIX
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C = coeficiente de pol
Fc = porcentagem de fibras

Pc = porcentagem de sacarose no tecido

3.6 Analise de expressao génica

3.6.1 Extracao de RNA total

Para a extracdo do RNA total foram utilizadas as folhas das plantas controle e
tratadas, coletadas ap6s 13 e 22 semanas do inicio do experimento.

A extragdo foi feita com o método fenol/isotiocianato de guanidina utilizando
tampao TREol® (Invitrogen). Em 200 mg do material congelado e macerado foram
adicionados 1,5 mL do tamp&o TREol® e a mistura foi mantida em temperatura ambiente
por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e 300 pL de cloroférmio foram
adicionados. As amostras foram misturadas por inversao e incubadas a temperatura
ambiente durante 5 minutos e, posteriormente centrifugadas nas mesmas condigbes
citadas acima. A fase aquosa formada apéds a centrifugacao foi transferida para um novo
microtubo e 750 pL de isopropanol (volume 1:1) foram adicionados. A mistura foi mantida
a temperatura ambiente por 10 minutos. Uma nova centrifugagéo, nas mesmas condi¢coes
citadas, foi feita e o sobrenadante foi descartado. O precipitado formado foi lavado em
etanol 70% e seco a temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos. O

precipitado foi solubilizado em 200 pL de agua deionizada autoclavada e precipitado com
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10% de acetato de sodio 3M pH 5,2 e 3 volumes de etanol 100%. As amostras foram
mantidas a -20 °C por 12 horas.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o
precipitado novamente seco a temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos. O
precipitado final foi ressuspendido em 30 uL de dgua deionizada autoclavada e mantido a

-80°C.

3.6.2 Sintese e marcacao da sonda de cDNA

As andlises de expressdao génica foram realizadas sob a supervisdao da Dra.
Glaucia Mendes Souza do Departamento de Bioquimica (Instituto de Quimica —
Universidade de Sao Paulo).

Para a sintese e marcacédo das sondas de cDNA, utilizou-se o kit CyScribe Post-
Labelling (GE Healthcare), segundo instrucbes do fabricante. A reacdo de anelamento dos
primers ao molde de RNA foi realizada com 12 ug de RNA total, 4 ul de oligo-dT e agua
deionizada tratada com DEPC para um volume final de reagédo para 10,5 ul. No tubo
contendo a amostra cuja sonda foi marcada com Cy3-dCTP foi adicionado 0,5 ul do RNA
Cy3 Referéncia diluido 1:3 e na outra amostra foi adicionado 0,5 ul do RNA Cy5 Teste,
também diluido 1:3, ambos do sistema Scorecard (GE Healthcare). O meio foi incubado a
70 °C por 5 minutos e a seguir, por 10 minutos em temperatura ambiente.

Para a reacdo de transcricdo reversa e marcagcao das sondas, foram misturados
4 ul de tampao CyScript 5 x, 2 Wl de DTT 0,1 M, 1 wl da mistura de nucleotideos, 1 ul de
aminoali-dUTP e 1 ul de transcriptase reversa CyScript em cada um dos tubos contendo

as diferentes amostras de RNA. O meio de reagdo foi incubado por 10 minutos em
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temperatura ambiente, seguido de incubacao a 42 °C por 3 horas. A hidrélise alcalina do
RNA foi realizada adicionando aos tubos 2 ul de hidroxido de s6dio 2,5 mM e incubando
cada reagao a 37 °C por 15 minutos. Posteriormente, 10 ul de tampao HEPES 2M foram
misturados ao meio.

Em seguida, o cDNA sintetizado foi purificado. Para isso, 120 ul de tampéao de
ligagéo (acetato de potassio 150 mM / guanidina 5,3 M) foram adicionados a cada
reagéo, todo o volume foi transferido para um pogo da placa de purificacdo de 96 pocos
(Millipore Multiscreen® filter plate). Cada pogo foi lavado 4 vezes com etanol 80%, com
centrifugacdo a 1000 g por 1 minuto a 25 °C, utilizando-se uma placa de 96 pogos com
fundo em U para coletar as lavagens. A ultima lavagem, diferentemente das outras, foi
realizada com centrifugacéo a 1200 g por 5 minutos. O filtrado foi descartado e a placa de
coleta trocada por uma nova. O cDNA sintetizado foi eluido 2x com 45 ul de Tris-HCI pH
8,0 10 mM, com centrifugacéo de 800 g por 5 minutos e totalmente seco no speed-vac a
30 °C. Posteriormente, foi realizada a reacdo de marcacao com CyDyee, a partir deste
ponto, todos os procedimentos foram realizados sem a incidéncia de luz direta. O cDNA
purificado e seco foi dissolvido em 15 ul de agua deionizada tratada com DEPC. Uma
aliquota de Cy3 e outra de Cy5 do kit foram dissolvidas em 15 pul de bicarbonato de sodio
0,1 M pH 9,0 separadamente. Uma aliquota de CyDye foi misturada a uma aliquota de
cDNA e a reagdo foi incubada em temperatura ambiente por uma hora. Foram
adicionados 15 ul de hidroxilamina 4 M a cada reagdo e o meio foi incubado em
temperatura ambiente por 15 minutos. As sondas marcadas foram purificadas em placa
de purificagdo de 96 pogos (Millipore Multiscreen® filter plate) como descrito acima e
totalmente secas no speedvac a 30 °C e mantidas a -20 °C até o momento da

hibridizagao nas laminas de vidro.
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3.6.3 Hibridizagoes em microarray de DNA

As sondas marcadas e secas foram dissolvidas com 6,75 ul de agua deionizada
tratada com DEPC. Ambas as sondas foram misturadas, totalizando um volume total de
13,5 ul, ao qual, foi adicionado 13,5 ul de tampdo de hibridizacdo (Microarray
Hybridization Buffer- GE Healthcare) e 27 ul de formamida. As solu¢des foram incubadas
a 92 °C por 2 minutos e colocadas em gelo. Posteriormente, os 54 ul de solugao foram
aplicados em uma das extremidades da lamina, a qual foi entdo coberta com uma
laminula. Este sistema foi incubado em banho a 42 °C por 16 horas. Apds esta etapa, a
lamina foi lavada na seguinte ordem: uma vez em 1 x SSC, 0,2% SDS 10 minutos a
55 °C, duas vezes em 0,1 x SSC, 0,2% SDS por 10 minutos a 55 °C, uma vez em 0,1x
SSC por 1 minuto em temperatura ambiente, seguidos de 4 imersées em agua deionizada
e secagem imediata com jato de nitrogénio.

Depois de secos, os chips foram digitalizados e as imagens geradas foram
normalizadas e analisadas de acordo com o descrito por Papini-Terzi et al. (2005),

modificado.

3.6.4 Validacao dos resultados do microarray por gPCR em tempo real

Para a validagao por qPCR em tempo real, utilizou-se 5 pg de RNA total (0 mesmo
utilizado para fazer as hibidizagdes no chip) que foram previamente tratados com DNase
(Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a reagédo de transcricao
reversa utilizou-se o kit Super Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR

(Invitrogen®). Para esta reacdo foram utilizados 7,5 puL de RNA tratado, 2 pL de tampao
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RT 10 x, 0,5 mM de cada um dos dNTPs, 50 ng primers hexameros randémicos, 0,25 ug
de oligo (dT), 5 mM de MgCl,; 10 mM DTT (ditiotreitol); 40 U de RNAseOUT e 50 U de
SuperScript Il Reverse Transcriptase totalizando 20 pyL de volume final. O RNA, os
primers hexameros randémicos, os dNTPs e oligo (dT)s foram primeiramente misturados
e incubados a 70 °C por 5 minutos e depois mantidos em gelo. Apos este procedimento,
todos os outros reagentes foram adicionados a esta mistura, com excec¢ao da SuperScript
Il Reverse Transcriptase, e a reagao foi mantida a 25 °C por 10 minutos e entédo incubada
a 42 °C durante 2 minutos. A SuperScript Il Reverse Transcriptase foi adicionada em cada
um dos microtubos e a reagao foi incubada a 42 °C durante 1 hora e meia e a 72 °C
durante 10 minutos e depois resfriada em gelo. O produto final (cDNA) foi tratado com 2 U
de RNAseH (Invitrogen®) durante 30 minutos a 37 °C e a 72 °C durante 10 minutos.

As reacdes para o gPCR em tempo real foram feitas utilizando o kit SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems®) no equipamento GeneAmp 5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems®). Os primers dos genes de interesse, utilizados
na validacdo, foram obtidos apds verificagdo de especificidade através ce consulta ao
banco de dados do SUCEST. Cada reacéo foi feita em triplicata contendo 0,8 uL de cDNA
diluido 1:5; 4 pyL de primers com concentragédo de 600 nM cada; 10 yL de SYBR Green
PCR Master Mix e 5,2 uL de agua DEPC autoclavada, totalizando 20 yL em cada
microtubo para a reagao. Os parametros utilizados para a reagao do gPCR em tempo-real
foram de 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de desnaturacao a
95 °C durante 15 segundos seguido de anelamento a 60 °C durante 1 minuto. A
especificidade para os produtos de amplificacdo foi avaliada através de curvas de

dissociacao geradas pelo proprio aparelho. A razdo de expressao das amostras controle
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(ambiente) e tratado (elevado CO,) foi determinada pelo método 2 ~*’°' (Livak &

Schmittgin, 2001), modificado.
3.7 Analises estatisticas

Os dados de trocas gasosas, fluorescéncia, crescimento e produtividade foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) sendo todo e qualquer contraste entre duas
médias avaliado pelo teste t de Student em niveis de significancia de 0,1%, 1% ou 5% de
probabilidade.

Para as analises foi utilizado o pacote estatistico WIinSTAT for Excel, versao
2001.1, Robert Fish.

Aporcentagem do efeito do tratamento em alto CO,, quando calculada, foi feita de

acordo com aseguinte férmula:

Efeito CO2 (%) = (Uelevado * 100) - 100

pambiente

No caso das analises de carboidratos por cromatografia gasosa, foi seguido o
padrao utilizado na literatura, aceitando-se diferencas detectaveis pela analise do erro

padrao da média.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados meteorolégicos

Durante o periodo experimental foram observadas temperaturas médias que
variaram de 16 °C a 22,6 °C, sendo que no més de abril de 2005 (inicio do experimento) e
apos o més de outubro de 2005 foram verificados os valores médios mais altos (Figura 4).

A umidade relativa média se manteve em torno de 80%, sendo o més de agosto o

mais seco e os meses de setembro e outubro os mais umidos (Figura 4).
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Figura 4 — Temperatura média do ar e porcentagem de umidade
relativa média durante o experimento. Os meses de junho, setembro,
outubro, novembro e margo, correspondem as coletas de 13, 22, 26, 31

e 50 semanas, respectivam ente.
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4.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Os valores da taxa de assimilacdo fotossintética (A) medidos durante o
experimento mostram que a cana-de-agUcar apresenta alteracbes nas taxas
fotossintéticas em resposta ao elevado CO; a partir da 102 semana de cultivo (Figura 5).
Os valores de assimilagao para as plantas crescidas em alto CO, foram significativamente
maiores do que os do controle até a 222 semana atingindo a diferenga maxima de
aproximadamente 60% ap6s 13 semanas de tratamento. A partir da 252 semana, os
valores de ambos os tratamentos descresceram e uma diferencga significativa ndo foi mais

observada.

0 T T T T T T T T T 1
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Figura 5 — Valores de assimilagao fotossintética instantanea da cana-
de-agUcar cultivada em concentragdes ambiente (o) e elevada (m) de
CO, ao longo do experimento. Valores correspondem a média * erro
padrao. Asteriscos indicam diferenca significativa em niveis de 5% (*) e

0,1% (***) pelo teste-t de Student.
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Apb6s 50 semanas, os valores de assimilacdo das plantas controle foram similares

aos obtidos na 312 semana. Entretanto, nas plantas crescidas em elevado CO,, ocorre um

aumento da taxa fotossintética, proporcionando diferenca de 30% entre os tratamentos

nesse periodo.

Na Tabela 2 observa-se que as taxas de condutdncia estomatica (gs) e

transpiracdo (E) variaram ao longo do tempo em ambos os tratamentos. Contudo, os

valores obtidos para as plantas crescidas em elevada concentragdao de CO. foram, em

geral, menores ao longo das 50 semanas de experimento. Os pencentuais médios de

decréscimo em condutancia estomatica e transpiragdo das plantas em elevado CO, em

relacdo as plantas crescidas em condigcbes de CO, ambiente foram de 37% e 32%,

respectivamente.

Tabela 2 - Taxa de condutancia estomatica (g s), transpiragao (E) e eficiéncia do uso da agua (EUA) nas

plantas crescida em concentracoes ambiente e elevada de CO, ao longo do experimento. Valores

correspondem a média * erro padrdo. Asteriscos indicam diferenga significativa em niveis de 5% (*), 1%
(**) e 0,1% (***) pelo teste-t de Student.

Parametros
Semanas de gs (mol H20 m2 s™") E(mmol HOm2s™) EUA (umol CO2/mmol H.0)
cultivo no CO Ambiente  Elevado CO- Ambiente Elevado CO: Ambiente Elevado CO-
6 0,22+0,01 0,13+0,005*** 4,08+0,20 2,39 +£0,07 *** 7,04 +0,18 12,04 £ 0,39 ***
10 0,10 £ 0,004 0,091 +£0,005 1,34 +0,03 1,25+0,06 10,72+0,23 16,61 £0,51 ***
13 0,12+0,01 0,14 +0,01 2,19+0,17 2,30+0,13 6,76 £0,35 11,19+0,59 *
18 0,20+0,01 0,14+0,01* 3,56 +0,14 2,49 +0,08 *** 6,47 £0,12 12,62 £ 0,32 ***
21 0,26 £0,01 0,23+0,03 3,53+0,17 3,12+0,30 7,91 +£0,31 11,53 +1,05*
26 0,22+0,01 0,13+0,01*** 2,84+0,14 2,74 +0,43 7,77 £0,47 10,29 £ 0,90
31 0,12+0,01 0,07 +0,01** 2,66 +0,17 1,46 +0,18 *** 5,12+0,18 8,63 £0,58 ***
50 0,20 + 0,005 0,13 £0,007 ** 3,30+0,16 2,33+0,16 4,57 £ 0,06 8,73+1,02*
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Como conseqliéncia da menor taxa de transpiracao e maior taxa de assimilacao
fotossintética das plantas em elevado CO,, observa-se um aumento médio de 62% da
eficiéncia do uso da agua nestas plantas (Tabela 2).

Em relacdo aeficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F,/F,) (Tabela 3)
observa-se pelos dados obtidos, que as plantas néo sofreram nenhum tipo de estresse,

pois os valores estdo dentro da normalidade para plantas sadias.

Tabela 3- Dados da eficiéncia fotoquimica (F,/Fy) das
plantas crescidas em concentragbes ambiente e elevada de
CO.. Valores correspondem a média = erro padrdo. Nao

foram encontradas diferencas significativas entre os

tratamentos.
Semanas de cultivo Fu/Fm
no CO, Ambiente Elevado CO,
10 0,780 + 0,002 0,778 + 0,009
18 0,786 + 0,008 0,802 + 0,003
26 0,786 + 0,005 0,800 £ 0,004

4.3 Crescimento

A Fgura 6 apresenta os valores de altura obtidos durante o experimento. Os
resultados mostram uma diferenga significativa neste parametro entre as plantas controle
e tratadas a partir da 132 semana de cultivo. Os valores para as plantas crescidas em
atmosfera com CO, elevado sdo, em média, 17% maiores do que os obtidos para as

plantas controle. Na Figura 7 pode ser verificado o aspecto geral das plantas apds 26
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cultivo, onde se pode verificar a diferenca em altura entre os dois

*k

0 5 10 15 20 256 30 35 40 45 50

Semanas de cultivo no CO,

Figura 6 - Altura das plantas (cm) cultivadas em concentragées ambiente
(o)e elevada (m) de CO, ao longo do experimento. Valores correspondem
a média + erro padrdo. Asteriscos indicam diferenga significativa em

niveis de 1% (**) e 0,1% (***) pelo teste-t de Student.
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Figura 7 — Aspecto geral das plantas apés 26 semanas de

desenvolvimento. Camara da esquerda: plantas cultivadas em
atmosfera ambiente; camara da direita: plantas cultivadas em
atmosfera elevada @& CO,. As setas vermelhas indicam a altura
dos grupos de plantas.

A avaliagdo do crescimento pelo acimulo de biomassa mostrou que as plantas
crescidas em elevado CO, tiveram um acumulo maior de matéria seca do que as plantas
crescidas em condi¢cdes de CO, ambiente (Figura 8A), sendo as plantas tratadas, em
média, 40% maiores do que as controle.

As folhas e o colmo foram os érgaos que contribuiram para esta diferenca
observada. De maneira geral, as folhas das plantas tratadas apresentaram valores
maiores de biomassa durante todo o experimento, com excecao da 222 semana, onde a
gueda da biomassa pode ser atribuida a um episédio isolado de herbivoria que ocorreu
em uma das camaras com elevado CQO.. Neste 6rgao a diferenca significativa € observada
partir da 312 semana (Figura 8B), quando as plantas tratadas apresentaram biomassa

45% maior do que as controle e, apds 50 semanas, o acumulo foi 25% maior.



Biomassa total (g)

Biomassa do colmo(g)

50

A partir da 262 semana houve um aumento significativo de biomassa nos colmos

das plantas cultivadas em atmosfera enriquecida com CO, (Figura 8C). A maior diferenga

entre os tratamentos foi observada apds 31 semanas de experimento (295%) e no final,

apés 50 semanas, a diferenca foi de 60%. O aspecto dos colmos apds 50 semanas pode

ser observado na Figura 9.

Nao houve diferenga para os valores obtidos para as raizes (Figura 8D).
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Figura 8 — Massa seca média (g) das plantas controle (O) e plantas crescidas em alto CO, (m). (A) —

Biomassa total; (B) — Folhas; (C) — Colmo; (D) - Raiz. Barras correspondem a média + erro padrao.

Raiz — média de dois vasos de cada tratamento até a 312 semana. Asteriscos indicam diferenga

significativa em niveis de 5% (*), 1% (**) € 0,1% (***) pelo teste-t de Student.
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Ambiente Elevado CO:
Figura 9 — Aspecto geral dos colmos apo6s coleta da 502

semana das plantas cultivadas em concentracdo de CO,

ambiente (esquerda) e elevada (direita).

Através da taxa de crescimento relativo (TCR), que indica a quantidade de
biomassa nova produzida por unidade de biomassa ja existente, em um determinado
intervalo de tempo, pode-se observar que da 132 a 222 semana o valor da TCR para as
plantas crescidas em elevado CO, foi menor do que para as plantas controle (Figura 10).
No entanto, no periodo da 222 a 312 semana, os valores da TCR das plantas tratadas
foram maiores do que as plantas controle em aproximadamente 45%. O valor obtido para
o primeiro periodo citado pode ter sido prejudicado devido a queda na biomassa das
folhas na 222 semana devido do episddio de herbivoria previamente citado.

Observa-se também que, apos a 262 semana, os valores da TCR decrescem para

ambos os tratamentos. Essa queda coincide com a diminuicdo das taxas fotossintéticas,
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que ocorreu a partir da 262 semana , mostrando a relacao direta entre a fotossintese e o

crescimento.
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Figura 10 — Taxa de crescimento relativo (TCR) das plantas
cultivad as em concentragdes ambiente (o) e elevada (g) de COs
durante o experimento. Valores correspondem a média * erro
padrdo. Asteriscos indicam diferenga significativa em niveis de

5% (*) pelo testetde Student.

4.4 Conteudo de agua

Na Tabela 4 sdo mostrados os dados do conteudo de agua de folha, colmo e raiz

das plantas cultivadas em atmosfera com concentragdes de CO, ambiente e elevada. Nao

foram observadas diferencas entre os tratamentos.
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Tabela 4 - Conteldo de agua em diferentes partes da planta nas coletas apés 13, 21 e 50 semanas.
Valores correspondem a média * erro padrdo. Raiz — média de dois vasos de cada tratamento. nd —

nao determinado. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos.

Semanas de % de H,O no tecido

cultivo no CO; Folha Colmo Raiz

Ambiente Elevado CO2 Ambiente Elevado CO: Ambiente Elevado CO:

13 78,79+1,18 82,29+3,35 78,92+3,08 83,67+4,03 91,22+0,51 91,54+0,06
21 81,01+0,42 83,57+261 87,06+091 88,83+3,42 91,68+0,22 92,07+0,07
50 nd nd 86,56 £ 0,47 85,68 £0,23 nd nd

4.5 Anadlises bioquimicas

4.5.1 Conteudo de carboidratos soluveis

Nas Tabelas 5 e 6 sdo mostrados os teores de acucares solUveis totais e aclcares
redutores, respectivamente, obtidos nos diferentes tecidos na 132, 222 e 312 semanas de
cultivo. Na 132 semana ocorreu um aumento no teor de agucares soluveis totais (Tabela
5) nas raizes das plantas cultivadas em elevado CO,, enquanto na 312 semana, o
aumento foi observado em folhas e colmo.

Tabela & Teor de agUcares soluveis totais (ug/ mg Massa Seca) em folha, colmo e raiz das plantas
controle e tratadas. nd - n&o determinado. Valores correspondem a médias de duplicatas com

mistura de 2-3 plantas.

Semanas de Acucares soluveis totais (ug/ mg MS)

cultivo no CO,

Folha Colmo Raiz

Ambiente Elevado CO, Ambiente Elevado CO, Ambiente Elevado CO,

13 26,16 17,22 nd nd 53,34 96,2
22 46,7 51,88 112,42 116,47 86,54 88,17
31 68,28 93,27 328,22 405,11 109,27 97,77
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Na Tabela 6, pode-se observar um aumento no teor de aclcares redutores nas
raizes apos 13 semanas de cultivo e no colmo apds 22 semanas nas plantas tratadas. Na
312 semana, ao mesmo tempo em que ocorre um aumento no teor de acucares redutores
do colmo, foi detectada uma diminui¢cdo destes nas folhas e raizes das plantas do alto
CO, com relagao as plantas controle.

Tabela €& Teor de agucares redutores (ug/ mg Massa Seca) em folha, colmo e raiz das plantas
controle e tratadas. nd — ndo determinado. Valores correspondem a médias de duplicatas com

mistura de 2-3 plantas.

Semanas de Acucares soluveis redutores (ug/ mg MS)

Iti
cultivo no CO, Folha Colmo Raiz

Ambiente Elevado CO, Ambiente Elevado CO, Ambiente Elevado CO,

13 16,07 17,33 nd nd 37,44 57,09
22 19,78 22,43 11,68 26,47 66,81 68,5
31 43,12 20,8 126,18 200,6 52,39 36,4

4.5.2 Polissacarideos de parede celular por FT -IR

Na Figura 11 sdo mostrados, do lado esquerdo, os espectros médios obtidos pelo
FT-IR de folhas (Figura 11A), colmo (Figura 11C) e fibras (Figura 11E) e, do lado direito,
espectros gerados pela subtragdo dos espectros médios das plantas cultivadas em alto
CO:., pelos espectros médios das plantas controle, dos referido tecidos (Figuras 11B, 11D
e 11F).

No espectro obtido a partir da andlise das folhas (Figura 11B), observa-se a
presenca de 5 picos diferenciais, que correspondem a proteinas (1554 e 1650 cm’)
(Carpita et al, 2001; Yang & Yen, 2002), mananos (1168 cm™), xilose ( 980 cm™) e,

possivelmente, a um composto com ligacdes B (898 cm™) (Kacurakova et al., 2000).



55

Nossos resultados apontam um aumento no contelddo de proteinas e mananos e
diminuicdo de xilose e de compostos de ligagdes B em folhas de plantas cultivadas em
elevado CO..

No colmo (Figura 11D), os picos que aparecem sdo caracteristicos de celulose
(1040 e 1060 cm™) (Tsuboi, 1957) e ramnogalaturonano (1122 cm’) (Kacurakova et al.,
2000) e ambos compostos tendem ao aumento nas plantas cultivadas em atmosfera
enriquecida com CO,. O pico em 1040cm’ (celulose), também aparece como diferenca

entre os tratamentos nas fibras (Figura 11F).
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Figura 11 — Espectros de FTIR obtidos de folhas (A e B), colmo (C e D) e fibras (E e F) de plantas cultivadas
durante 50 semanas em atmosfera ambiente (—) e elevada (—) de CO, . A esquerda: média de 55 espectros de

cada tratamento; a direita: espectro gerado pela subtracao do tratado pelo controle, mostrando as diferencas entre

os tratamentos.
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A andlise de monossacarideos da parede celular, apdés a hidrélise, revelou

mudangas na porcentagem de moles em ramnose nas folhas e colmo das plantas

tratadas. Houve mudancas também na porcentagem de fucose no colmo destas mesmas

plantas. Pode-se observar ainda que houve uma tendéncia do monossacarideo xilose

diminuir em folhas e colmo das plantas crescidas em elevado CO2, a0 mesmo tempo em

que manose, galactose e glucose tendem ao aumento.

Nas fibras pode-se observar que a galactose e glucose tendem ao aumento e a

xilose tende a diminuicdo nas plantas do alto CO,, seguindo o padrdo encontrado em

folhas e colmo.

Tabela 7 — Porcentagem de moles de monossacarideos presentes na parede celular, ap6s hidrolise com TFA,

das plantas cultivadas em concentracdes ambiente e elevada de CO, durante 50 semanas de tratamento.

% de mol de monossacarideos nos tecidos

Monossacarideos Folhas Colmo Fibras
Ambiente  Elevado CO: Ambiente Elevado CO:> Ambiente Elevado CO2
Ramnose 0,75+0,04 1,20+0,18 0,59+0,03 0,69 + 0,04 1,19+0,29 0,90+0,16
Fucose 0,78+0,18 1,03x0,17 1,96+0,18 2,80 +0,24 4,10+0,66 3,15+0,33
Arabinose 11,04 £0,59 11,34+0,2 8,31 0,36 8,32+ 0,29 10,18 +0,74 10,38 £ 0,87
Xilose 69,18+ 0,67 66,84 +1,29 75,32+0,84 72,38 +1,01 65,60 +1,48 63,28+4,2
Manose 0,50+0,13 0,53+0,07 0,20 £0,04 0,30+ 0,09 1,24+0,67 0,73+0,38
Galactose 1,66 +0,10 1,72+0,08 1,75+0,11 1,90 + 0,05 2,52+0,12 2,87+0,33
Glucose 16,00+0,9 17,27+0,79 11,81 +£0,46 13,53 £1,09 15,04 +0,84 18,51 +2,75
Acido galacturénico 0,07 £0,01 0,07 0,01 0,05 + 0,004 0,05 + 0,01 0,10+0,03 0,13+0,05
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4.6 Produtividade

Os resultados dos parametros de produtividade, que foram amostrados no colmo
apo6s 50 semanas de cultivo, mostram um aumento de 29,35% no teor de sacarose na
cana-de-agucar crescida em atmosfera com alto CO, (Tabela 8).

Entretanto, ainda que exista uma tendéncia ao aumento do grau BRIX e da
porcentagem de fibras nas plantas expostas ao elevado CO:, ndo foram verificadas

diferengas significativas nos valores destes parametros (Tabela 8).

Tabela 8 — Grau BRIX, Fibra (%) e Teor de sacarose (%) no colmo das
plantas de cana-de-aglUcar apés um ano de cultivo em amosfera de
360ppm e 720ppm de CQp. Valores correspondem a média £ erro
padrdo. Asteriscos indicam diferenga significativa em niveis de 5% (*)

pelo teste-t de Student.

Teor de sacarose

Grau BRIX % Fibra .
no tecido (%)
Ambiente 7,17 + 0,21 6,62 + 0,13 2,18 £0,20
Elevado CO, 7,75+ 0,17 7,13 £ 0,21 2,82 £0,14*

4.7 Anadlise de expressao génica

A partir das hibridizagbes realizadas com os RNAs de folhas apés 13 e 22
semanas de cultivo em atmosfera de ambiente e elevada concentracao de CO,, foi obtido
um conjunto de 11 genes diferencialmente expressos ap6s 13 semanas de cultivo (8
induzidos e 3 reprimidos) e um conjunto de 26 genes diferencialmente expressos apos 22

semanas (15 induzidos e 11 reprimidos) (Tabela 9). Os genes diferencialmente expressos
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tiveram sua identidade confirmada em bancos de dados publicos e suas possiveis
funcdes categorizadas de acordo com a anotacao feita pelo projeto SUCEST-FUN.

Foram verificadas 13 categorias de genes cuja expressdo foi alterada com o
cultivo em atmosfera enriquecida de CO,. Dentre os genes diferencialmente expressos
destacam-se, ap6s 13 semanas de cultivo, principalmente genes relacionados ao
processo de fotossintese e, apds 2 semanas, genes relacionados ao desenvolvimento
das plantas (Tabela 9).

Tabela 9 — Genes diferencialmente expressos em cana-de-agucar apos 13 e 2 semanas de cultivo em

elevado CO,. Categorias feitas de acordo com processo bioldgico no qual o gene esta envolvido. SAS =
Sugarcane Assembled Sequences.

Numero de 13 semanas 22 semanas

SUCEST SAS acesso do Descricao do gene

homélogo Induzidos Reprimidos Induzidos Reprimidos

Metabolismo de carboidratos

SCQSRT1034D03.g gb|ABG22346.1| Alpha-L-arabinofuranosidase 1,371

SCAGLR1021F11.,g  gbJAAL14713.1| beta-glucosidase isozyme 2,189

SCCCRT1C06D06.g gbJAAO21213.1| cellwall invertase 1,616
| 6-phosphat

SCVPRT2079H06.g ref[XP_466575.1] - 0Se o Pnosphate 1,232 1,635

dehydrogenase

xyloglucan endo-
SCBFLR1046C09.g emb|CAI44139.1| 3,591

transglycosylase/hydrolase

Ciclo celular
SCAGLR2011H09.g  gbJ|AAR07076.1| cyclin H1 1,633
SCVPRT2075B03.g  dbj|BAD61385.1| nucleostemin 1,397

Desenvolvimento

auxin-independent growth

SCSGST3121C06.g  dbj|BAD38083.1| 1,910
promoter
SCCCLR2002F08.g  gbJAF467730.1] dormancyassociated protein 2,300
kelch repeat-containing F-box
SCAGLR1043E03.g  gb|ABF94220.1| 1,541
family protein

Lateral organ boudaries 1.495

SCRFAD1116F06.g gbJAAV43814.1| protein ’
|

SCEPRZ1010F07.g  gb|ABA61130.1| light-induced protein 1,194
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Tabela 9 - continuagao

Numero de
SUCEST SAS acesso do Descricao do gene Razao de expressao (elevado CO./controle)
homodlogo

13 semanas 22 semanas

Induzidos Reprimidos Induzidos Reprimidos

Metabolismo de lipideos

SCCCLR1C10A12.g ref|XP_480561.1| AE9 stearoylACP desaturase 2,583

No match

- - No match 1,272

- - No match 1,543
SCBGRT1048A07.9 - No match 1,398
Metabolismo de acido nucléico
SCCCLR1C07F08.g ref|[NM_115590.2 ATP-dependent helicase 1,702
SCCCCL3005E10.b  gb|AF139211.2| pre-mRNA splicing factor 1,541

Fotossintese

Chlorophyll A-B binding

SCACLR2007B05.g  ref|[XP_472726.1]| . 1,508
protein
SCSBSD2029H02.g sp|P27787| Ferredoxin-1 1,261
phosphoenolpyruvate
SCCCLR2002H05.g emb|AJ318340.1| 1,245
carboxylase
SCSBSB1053D03.g  gb|AAS46106.1| photosystem Il protein K 1,315

Metabolismo de proteinas

C2 domain-containing protein-
SCCCCL4010D05.g  ref|XP_465295.1]

like 1,343
cathepsin B-like cysteine

SCRULB1060C09.g  gbJAAX11351.1|

protease 1,373
SCEQHR1082F06.g  ref|XP_463910.1| glutamate-tRNA ligase 1,505
SCACSB1035E05.g emb|CAA43983.1| large ribosomal protein 2 1,455
SCSGCL6071A12.g  ref[NM_105382.3| similar to Midasin 1,230

translational initiation factor
SCCCLR1072G07.g gbJAAB67607.1|
elF-4A 1,606

Receptor

serine/threonine-protein

SCCCCL5003G07.g gblJABA91210.1| )
kinase NAK 1,706
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SUCEST SAS

Numero de
acesso do
homélogo

Descricao do gene

Razao de expressao (elevado CO,/controle)

13 semanas

22 semanas

Induzidos Reprimidos Induzidos Reprimidos

Metabolismo secun dario

caffeoyl-CoA 3-OG

SCCCLR1079A02.g  gbJAAQ89930.1|
methyltransferase 1 1,355

Estresse

SCSFRT2068D12.g  gb|AAX96480.1| ASR-like 1,735

SCJLFL1048D03.g  gbJAAA33480.1| dehydrin 1,420
SCCCRZ2C01H04.g emb|CAA43663.1| ferritin 2,768
SCVPRT2079D08.g  gb|ABA34042.1| Thaumatin 1,367
Fatores de transcricao

SCEZLR1031A03.g ref[NP_914881.1| auxin response factor 2 1,352
Transporte
SCAGHR1018F03.g  gb|ABF96105.1| Sugar transporter 1,253

Apds as analises dos genes diferencialmente expressos, foram escolhidos 10 SAS

(Sugarcane Assembled Sequences) para serem validados por gPCR em tempo real

(Tabela 10).

Tabela 10 - SAS escolhidos para a validagao por gPCR em tempo real, com as seqiiéncias dos primers utilizados.

Sequéncia (5'-3')

SAS Homologo -
9 Direto Reverso
SCACLR1120A11g ~ Fhotosystem|reaction certre CCTTCCCCTCGCACTCAAT ACCTCGCCAAGCAGAAGAAA
SCSBSB1053D03.g photosystem Il protein K TTTCAACCCAATCGTGGATGT AGCTTGCCAAACAAACGCTAA
SCACLR2007B05.g  Chlorophyll A-B binding protein  AGTTAAAGAAGAGCGTAGCAGCAAT AAAACAGAGAAGAACTCCCCCATT
SCSBSD2029H02g Ferredoxin-1 CGTACTGCTTGTTGCTTTGCA CACGTTCGTAGGGCGTCTCT
glucose6-phosphate

SCVPRT2079H06.g A GGAAATCTTCACTCCTTTGCTTCA GGTTCCCGGCTTGTATGGA
SCCCRT1C06D06.g cell-wall invertase ACCGACCCCACAAAGTATGC GTGCAATGTGGTTGCTGTGAT
SCAGLR1021F11.g betaglucosidase isozyme CCTTCCGCTTCTCCATTGC CACGCCTTCTTTGTTGATTCC
SCCCLB1CO6E01 g cellulose synthase-like GAGTCTGGACGAGGGCAATCT AGCCCGAGTCCGATTTTCTC
SCCCLR1072G07.g  translational initiation factor elF-4A TCCCAGCCAAGATTCAGGTT CATGAACTTCCGGGTAATCTCAA

Normalizador Glyceraldehyde-5 phosphate CACGGCCACTGGAAGCA TCCTCAGGGTTCCTGATGCC

dehydrogenase
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A expressao diferencial de 7 dos 10 transcritos selecionados foi confirmada por
gPCR, sendo eles: uma subunidade N do centro de reacdo do fotossistema |
(SCACLR1129A11.g); uma ferredoxina | (SCSBSD2029H02.g); uma proteina K do
fotossistema 1l (SCSBSB1053D03.g); um fator de tradugéo (SCCCLR1072G07.g); uma
invertase de parede celular (SCCCRT1C06D06.g); uma glucose-6- fosfato desidrogenase

(SCVPRT2079H06.9) e uma B-glucosidase (SCAGLR1021F11.g) (Figura 13).

1,6
1:2_ p=1,00 A 1.4 p=1,00y B 1,49 p=0,96
'o ] T - T 1,2 I
11 I L 11 I 1 E
0,8 - 0,8 - 0.8 1
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
0,2 0,2 0,2
0 | 0 . 0
1,6
" L P=09 D 1,41 p=1,00 E
iy = 1,2
0.81 T 1 T
0,6 0,8 L
0,41 0.6 1
021 0,41
A
0 : 0

1,21 0 =095 F 1,21 Tp=1’00 G

1 T 11

IN T
0,8 = 0,8 1 T
T

0,6 1 0,6 4
0,4 1 0,4
0,21 0,2 -

0 - J 0

Ambiente Elevado Ambiente Elevado

Figura 13 — Confirmacao dos resultados do microarray de DNA das plantas de cana-de-agucar
cultivadas em atmosfera ambiente e elevada de CO, ap6s 13 ou 21 semanas de cultivo. A -
subunidade N do centro de eacédo do fotossistema I; B - ferredoxina t C - proteina K do
fotossistema Il; D - fator de tradugdo; E - invertase de parede celular; F - glucose-6- fosfato

desidrogenase; G - B-glucosidase.
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5. DISCUSSAO

5.1 Parametros fisiologicos

O efeito do aumento de CO, na fotossintese de plantas C, € uma questdo muito
discutida entre os cientistas. Diferentemente das espécies C; para as quais os efeitos do
alto CO2 sdo bem conhecidos, ainda nao foi determinado um padrao geral de respostas
para plantas C4 (Ainsworth & Long, 2005). O aumento na taxa fotossintética em espécies
C, como resposta ao aumento na concentragdo atmosférica de CO, tem sido reportado
em diversos estudos (LeCain & Morgan, 1998, Wand et al., 1999; Ghannoum et al., 2000;
Sage & Kubien, 2003; Leakey et al., 2004; Vu et al., 2006), mas a discrepancia entre as
respostas encontradas é enorme.

A proposicao inicial dos estudos de LeCain & Mbrgan (1998) e Ziska et al. (1999)
era de que, a variedade de respostas encontradas para espécies G em funcao do
aumento do CO, atmosférico, ocorreria devido as diferentes enzimas de descarboxilacao
presentes nestas espécies. Entretanto essa idéia nao foi mantida e os autores sugeriram,
entdo, que a diversidade observada pode ser atribuida as diferencas intrinsecas entre as
espécies utilizadas e também as condigées de cultivo (LeCain & Morgan, 1998) ou que
folhas jovens e imaturas de plantas C, tém o funcionamento semelhante as folhas de
plantas C; (Ziska et al., 1999).

Outra hipotese, sugerida por Dengler & Nelson (1999), € que algumas enzimas do
ciclo C; estariam ativas no mesofilo das folhas C,, 0 que acarretaria em efeito direto do
aumento da concentragao de CO. sobre a taxa fotossintética. Tal hipétese foi corroborada
por estudos mais recentes, nos quais se verificou 0 acimulo de Rubisco na base de

folhas jovens antes do aparecimento da PEPCarboxilase (Cousins et al., 2003).
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O acrescimo de 41% na fotossintese, observado por Leakey et al. (2004) em milho
crescido em alto CO, em sistema FACE (Free Air Carbon Enrichment) foi atribuido a seca,
uma vez que apds o inicio da estacdo chuvosa, a diferenga ndo foi mais observada.
Contudo, em nosso experimento a @na-de-agucar foi crescida sob regime de rega
constante, de forma que a disponibilidade de &gua nao foi um fator que influenciou as
respostas obtidas.

No presente estudo, ndo se pode afirmar o motivo exato pelo qual a taxa
fotossintética nas plantas cultivadas em elevado CO, foi maior. No entanto, é possivel que
a atividade de Rubisco esteja envolvida, pois 0 experimento de Vu et al. (2006) com cana-
de-acUcar mostrou que apds 14 dias de emergéncia da folha ocorre um aumento de 21%
na atividade desta enzima e que isso poderia estar proporcionando o incremento de
fotossintese observado. E possivel também que o incremento em fotossintese esteja
relacionado com o Ci. Nas plantas cultivas sob elevado CO, os valores de Ci foram, em
média, 160% maiores do que as plantas controle (dados nao mostrados), indicando
maiores concentra¢des de CO, no mesofilo dessas plantas.

Outro fator que deve ser levado em consideragdo é o discreto aumento da
eficiéncia fotoquimica do PSIl observado nas plantas cultivadas em elevado CO.. Este
aumento, ainda que muito pequeno, nos sugere que o fluxo de elétrons possa estar
alterado nestas plantas, facilitando a produgéo de ATP e NADPH, que s&o utilizados no
ciclo de Calvin para a fixagdo do carbono e subsequiente producdo de moléculas de
acucares. O aumento no transporte de elétrons em decorréncia do aumento da forca do
dreno também foi verificado por Wu & Birch (2007) em um estudo com cana transformada
com a introducao do gene UQ68J S/, que codifica uma enzima que converte sacarose em

isomaltulose (um isémero da sacarose). Com a conversao da sacarose em isomaltulose,
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o dreno das plantas transformadas foi aumentado e, com isso, observou-se maior
transporte de elétrons nestas plantas.

O aumento médio de 35% na taxa fotossintética observado até a 222 para as
plantas de cana-de-agucar cultivadas em elevado CO, é maior do que a média
geralmente encontrada para plantas G, que € de aproximadamente 25% (Wand et al.,
1999). Estes valores sao maiores até mesmo quando comparados aos dados obtidos por
Vu et al. (2006), que estudaram cana-de-agucar (var. CP73-1547) em sistema TGGs
(temperature-gradient greenhouses) durante 48 dias em atmosfera com 720 ppm de CO..
Esses autores observaram aumento significativo na taxa fotossintética de 20% somente
no 7° dia apds a emergéncia da folha e, no final do experimento, aos 48 dias, nenhuma
resposta foi verificada. O fato das plantas terem sido cultivadas em locais diferentes (sob
luz solar direta x casa de vegetacao) pode ter influenciado essas respostas, pois plantas
de cana-de-acucar apresentam valores maiores de fotossintese quando cultivadas sob
incidéncia direta de luz solar (Du et al., 2000).

No entanto, em um experimento similar realizado previamente com a variedade
SP80-3280 (a mesma utilizada no presente estudo) em casa de vegetacéao (Souza, 2004),
as plantas de cana-de-agucar crescidas em alto CO,, atingiram, ap6s 50 dias de cultivo,
uma taxa fotossintética 30% maior do que as plantas controle. De Costa et al. (2007)
encontraram diferengas significativas em biomassa e quantidade de grédos estudando 16
variedades diferentes de arroz em elevado CO, e sugeriram a presenca de uma forte
variacao intraespecifica no padrdao de respostas ao cultivo nesta condicdo. O mesmo
pode ocorrer entre as diferentes variedades de cana sendo que a variedade SP80-3280
tem, possivelmente, maior capacidade de resposta a elevagcado na concentracao de CO,

atmosférica do que a variedade CP73-1547, estudada por Vu et al. (2006).
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A partir da 252 semana de desenvolvimento, as diferencas entre as taxas
fotossintéticas das plantas controle e tratada foram decrescendo até ndo serem mais
observadas ap6s 31 semanas de cultivo. Contudo, ap6s 50 semanas (periodo apos a
substituicdo dos vasos), as diferengas entre os tratamentos reapareceram, sugerindo que
houve um decréscimo da taxa fotossintética devido a limitagdo de espaco para o
crescimento radicular. Segundo Arp (1991), a diminuicdo da for¢ga de dreno da raiz
causada por limitagao de espaco pode acarretar em diminuigao das taxas fotossintéticas.

Em gramineas G, a redugédo da condutancia estomatica e conseqliente melhora
nas relagbes hidricas parece ser um dos principais efeitos observados em estudos com
este tipo de planta em condicées de alto CO, (Ward & Strain, 1999; Ainsworth & Long,
2005). Da mesma forma, no presente estudo os valores de condutancia estomatica e
transpiragéo foram menores nas plantas de cana-de-agucar cultivadas em elevado CO,,
enquanto os valores para a eficiéncia do uso da agua foram, em média, 62% maiores.
Nas plantas G,, a diminuicdo da condutancia estomatica além de melhorar as relagbes
hidricas, pode proporcionar o aumento da temperatura foliar, que resultaria em
incremento da taxa fotossintética (Ghannoum et al., 2000). Esse aumento de temperatura
ocasionado pelo fechamento estomatico pode também auxiliar as taxas de diviséo e
expansao celular (Bem Haj Salah & Tardieu, 1995).

O acréscimo da fotossintese, juntamente com o possivel aumento das taxas de
divisdo e expanséo celulares, pode aumentar substancialmente a biomassa da planta,
pelo efeito composto que esses processos podem promover (Ghannoum et al, 2000).
Além disso, um estudo com Dactylis glomerata, mostra evidéncias de que a exposi¢ao ao
elevado CO, estimula o crescimento da parte aérea pelo aumento da velocidade de
diviséo celular e diminui¢cdo na duragéo do ciclo celular nos apices (Kinsman et al., 1997).

Os autores propuseram que o0 aumento dos fotoassimilados no meristema pode ter
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aumentado a velocidade de divisdo celular por estimular a atividade de ciclinas. Outro
trabalho, realizado com trigo, aponta resultados similares (Masle, 2000). Na cana-de-
acUcar, observamos ganho em altura de 17% e incremento de biomassa (25 % em folhas
e 60% em colmo) apds 50 semanas de tratamento que podem ser decorrentes desse tipo
de processo.

O trabalho de Wand et al. (1999) mostrou que o aumento médio de biomassa total
para gramineas C4 € de 33%, enquanto que para gramineas Cs é de 44%, corroborando
os dados de experimentos anteriores que demonstram que plantas C; respondem mais ao
elevado CO, do que plantas C,. No entanto, estudos mais recentes tém demonstrado que
gramineas C; e C,respondem igualmente ao alto CO, (Morgan et al., 2001; Nowak et al.,
2004) e até mesmo que gramineas C, podem responder melhor ao elevado CO, do que
gramineas C3 (Tang et al., 2006).

No experimento de Vu et al. (2006), com cana-de-agucar, foi analisada somente a
massa fresca dos tecidos. Os valores verificados para a parte aérea apés 16 meses de
cultivo foram de 44% superiores nas plantas do elevado CO,. Para as folhas, estes
autores observaram incremento de 13,5% e para o colmo de 55,5%. Levando em
consideracao o fato do conteudo de agua nos tecido ndo ser alterado em alto CO,
(conforme dados obtidos neste estudo), pode-se supor que a diferenga entre os
tratamentos para massa seca das plantas estudadas por Vu et al. (2006) seria similar as
citadas acima. Sendo assim, os valores de biomassa foliar encontrados apés 50 semanas
(aproximadamente 12 meses) no presente estudo, foram superiores aos observados por
Vu et al. (2006) (13,5 x 25%), enquanto os de colmo foram bastante similares (55,5 x
60%).

O maior acumulo de biomassa nas folhas e colmo das plantas de cana cultivadas

em alto CO,, foi conseqiiéncia da maior taxa de crescimento relativo (TCR) verificada
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nestas plantas. As maiores TCRs observadas nas plantas cultivadas em atmosfera
enriquecida de CQO, indicam que estas plantas possuem maior eficiéncia de converséo de
carbono em matéria seca quando comparadas com as plantas controle, principalmente no
periodo compreendido entre a 22 e 312 semanas. Na literatura nAo sd@o encontrados
dados de TCR para plantas C4, mas para plantas C; a média de estimulo da TCR é de 8%

(Poorter & Navas, 2003).

5.2 Parametros bioquimicos

Uma das estratégias que as plantas utilizam para lidar com o excesso de carbono
assimilado é a estocagem de carboidratos nao estruturais (Chapin et al., 1990). O acumulo
de carboidratos ndo estruturais em folhas de plantas crescidas em atmosfera com altas
concentracbes de CO, é um efeito bastante documentado em espécies G (Stitt, 1991;
Cheng et al., 1998; Rogers et al., 2004).

Parecem existir rotas definidas de fluxo de carbono nas plantas as quais variam de
espécie para espécie. Em alguns casos, quando o fluxo de carbono aumenta, o amido € a
primeira opgao de acumulo. Esse é o caso do jatoba, por exemplo, que quando crescido
em atmosfera com elevado CO,, acumula maior quantidade de amido por unidade de area
em folhas (Costa, 2004).

No entanto, em espécies C,, 0 acumulo desses carboidratos ndo é comumente
relatado (Wand et al., 1999), mas foi observado um aumento na concentracdo de agucares
soluveis totais em Bouteloua gracilis, que oscilou durante o desenvolvimento (periodos de
aumento e diminuicdo), sugerindo que parte do agucar produzido foi utlizada em

crescimento foliar, uma vez que houve aumento da area especifica das folhas (Read et al.,
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1997). Segundo LeCain & Morgan (1998) o aumento do conteldo de carboidratos nao
estruturais observados ap6s 39 dias na folha de 3 espécies G, coincidiu com o maior
crescimento dessas plantas.

Os dados obtidos com cana-de-aglcar sugerem que o agucar produzido com o
aumento da taxa fotossintética nas plantas do elevado CO. é utilizado para o crescimento,
assim como observado nos outros estudos citados acima, uma vez que estas plantas
possuem altura e biomassa superiores aquelas cultivadas em concentragcdes de CO:
ambiente.

Ap6s 22 semanas de cultivo em elevado CO,, foi observado um aumento no
conteudo de agucares redutores no colmo, que ndo foi seguido de aumento dos agucares
totais. O aumento de acucares redutores em comparagao aos nao redutores, sugere uma
possivel redugcdo na razdo sacarose:monossacarideos, o que indicaria que o colmo das
plantas tratadas estaria se tornando dreno antes do colmo das plantas controle. Esse fato
pode explicar a maior alocacao de biomassa para esse 6rgao apés esse periodo. Com a
maior alocacao de biomassa para o colmo, a forca de dreno aumenta e isso pode regular a
atividade da fonte (Paul & Foyer, 2001).

Na 312 semana de cultivo, os valores de aglcares totais e redutores nos colmo das
plantas cultivadas em elevado CO, continuaram altos, indicando que as plantas tratadas
continuam a acumular mais agucares do que as plantas controle.

A maior entrada de carbono na cana-de-agucar via fotossintese, também provocou
alteracdes na parede celular das plantas crescidas em elevado CO,. A analise por FT-IR
nas folhas destas plantas indicou alteracbes no conteudo de mananos e xilose, que
coincidem com as variagdes observadas pela andlise por cromatografia gasosa.

Além disso, a cromatografia gasosa também sugere aumento no conteddo de

ramnose e galactose nas folhas e colmo, que podem indicar uma mudanca nas
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proporcbes de ramnogalacturonano do tipo | (RG ), que é um dos principais
polissacarideos pécticos encontrado em gramineas (Carpita, 1989). O aumento
proporcional de pectinas na parede pode estar relacionado com alteracées mecanicas nos
tecidos, uma vez que poderia haver, por exemplo, um reforco da lamela média, dando
maior suporte ao desenvolvimento de plantas mais altas. Ao mesmo tempo, observou-se
uma diminuicdo proporcional de xilose, principal componente das hemiceluloses em
gramineas (Buckeridge et al, 2004) e um aumento na propor¢cdo de celulose. Ha
pouquissima literatura enfocando este aspecto, valendo a pena mencionar a observagao
feita para folhas de Arabidopsis thaliana crescidas em atmosfera com elevado CO,, as
quais tiveram o dominio de pectinas aumentado significativamente (Teng et al, 2006).

O aumento de celulose em fibras e no colmo, apontados pela andlise de FT-IR
sugerem que estes compostos estejam sendo acumulados em decorréncia do aumento da
alocacao de carboidratos para a parede celular. O acumulo deste polissacarideo ja foi
observado para outras espécies cultivadas em elevado CO,, tais como jatoba (Marilia
Gaspar & Marcos Buckeridge, comunicacdo pessoal) e Arabdopsis (Teng et al, 2006).
Apesar de nao ter sido detectado pela analise por FT-IR, foi verificado um pequeno
aumento de 3% no conteudo de celulose nas folhas de cana-de-agucar apds 22 semanas
de cultivo em elevado CO, (dados ndo mostrados), o que sugere que este composto
também pode estar sendo acumulado neste 6rgéao.

Em resumo, o aumento do fluxo de carbono em plantas de cana leva a um
aumento da particdo para o colmo, que acumula mais sacarose e agucares redutores e,
paralelamente, constroi mais paredes celulares possivelmente devido ao aumento na taxa

de crescimento.
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5.3 Produtividade

Em um artigo de meta analise, Ainsworth & Long (2005) mostraram que o0 aumento
médio de produtividade para plantas cultivadas crescidas em elevado CO, é de 17%.
Entretanto, essa média é vélida somente para espécies C;, como trigo e algodéo, pois
para espécies Cy4, ndo foi observado aumento significativo na produtividade de graos em
condicdes ideais de irrigagao (Ottman et al, 2001; Leakey et al, 2006). Porém, mesmo que
tais dados estivessem disponiveis, talvez ndo se pudesse extrapolar para a cana, uma
vez que esta uUltima ndo tem a semente como base de sua produtividade e, no caso
especifico deste estudo, foi utilizada a variedade SP80-3280, que ndo produz sementes.
Este € um aspecto crucial, pois ao passar pelo processo reprodutivo para produzir
sementes (como em milho e sorgo, por exemplo), ha um gasto consideravel de energia, o
qual leva a uma perda de carbono por respiracéo. Portanto, pode se esperar que a cana-
de-aclcar seja mais eficiente em comparacdo a outras gramineas, pois acumula o
carbono em uma forma bioquimicamente bem mais préxima ao processo de assimilagao,
Ou seja, COMO sacarose.

Na cana-de-agucar o teor de sacarose no colmo observado ap6s 50 semanas de
cultivo em alto CO, foi maior, o que juntamente com o incremento de biomassa observado
no 6rgao, configura a maior produtividade desta planta. Em 1980, Orlando Filho e
colaboradores, propuseram que a produtividade é maior quando existe uma tendéncia de
diminuicdo da relagcdo material seco das folhas: material seco da parte aérea. Para as
plantas de cana-de-acucar do nosso experimento, obtivemos umarelagao de 0,36 para as
plantas cultivadas em atmosfera ambiente e valor de 0,29 para as plantas crescidas em
elevado CO,, reforcando a idéia que as plantas crescidas em atmosferas com elevado

CO, aumentam sua produtividade, através de acumulo de matéria seca no colmo.
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O fteor de fibras das plantas cultivadas em elevado CO, foi maior do que nas
plantas controle, ainda que diferencas significativas pela a analise de variancia nao
tenham sido observadas. Esta tendéncia ao aumento do teor de fibras pode estar
correlacionada ao aumento do conteudo de celulose observado pela andlise por FT-IR,

que poderia levar a um aumento da espessura das fibras.

5.4 Expressao génica

Os resultados de genes diferencialmente expressos em folhas obtidos neste
experimento sdo compativeis com os resultados observados nas medidas de parametros
fisiolégicos. Apds 13 semanas de cultivo, as plantas crescidas em atmosfera elevada de
CO. atingiram taxas fotossintéticas 60% maiores do que as plantas controle e, neste
periodo, foram encontrados genes diferencialmente expressos relacionados
principalmente com o processo fotossintético.

Em Populus euramericana, o0 aumento de fotossintese observado coincidiu com o
aumento nos transcritos relacionados com a Rubisco, quando estas plantas foram
cultivadas em atmosfera de 1200 ppm de CO, (Druart et al., 2006). Foi verificado ainda
que ocorre aumento dos transcritos desta enzima para folhas jovens e repressdo das
mesmas em folhas maduras (Taylor et al., 2005).

Contréario a isso, a expressao induzida de genes da proteina K do fotossistema II,
da subunidade N do centro de reacéo do fotossistema | e da ferredoxina Isugere que a
cana-de-agucar cultivada em elevadas concentragcdes de CO, modifica o sistema de
transporte de elétrons uma vez que estes genes estdo relacionados com este tipo de
atividade (Haldrup et al, 1999; lhalainen et al, 2002; Allen, 2005; Melkozernov et al.,

20086).
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A inducdo da expressdo do gene que codifica a enzima fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPCarboxilase) observada ap6s 22 semanas de experimento nas plantas
em elevado CO.,, pode indicar um aumento desta enzima para a manutencao das maiores
taxas fotossintéticas.

O aumento e biomassa observado por alguns autores em plantas de milho, é
atribuido a melhora nas relagdes hidricas, decorrente da diminuicdo da condutancia
estomatica e nao relacionada com o incremento de fotossintese. De fato, quando os
transcritos de milho sdo analisados observou-se repressdo dos genes relacionados tanto
com a Rubisco e fotossistemas | e I, quanto a genes relacionados com o controle de
distribuicao estomatica (Kim et al., 2006).

Na 132 semana foi verificada nas plantas crescidas em atmosfera com elevado
CO,, a inducdo do gene que codifica a enzima XET (xiloglucano endo-transglicosilase). A
XET possui a fungao de clivar e reconstruir cadeias de xiloglucanos e é considerada uma
enzima importante no processo de controle da expansao celular (Wu & Cosgrove, 2000).
Neste mesmo periodo, as plantas do elevado CO, apresentaram area foliar total 145%
maior do que as plantas controle (dados ndo mostrados). Em plantas de Populus
cultivadas em alto CO,, também foi observado aumento nos transcritos do gene que
codifica para a enzima XET em folhas, que foi associado ao incremento de tamanho, area
e biomassa foliar obtidos em outros experimentos (Druart et al., 2006).

A COMT (caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 1) € uma enzima relacionada com a
via metabdlica que leva a sintese de lignina. Plantas transgénicas de alfafa deficientes em
COMT apresentam decréscimo de 20% no contetdo de lignina e aumento de 10% no teor
de celulose (Marita et al., 2003). Segundo Hu et al. (1999) A mudanca da razdo de
deposicao celulose:lignina pode ocorrer de forma a manter a integridade estrutural da

planta, sendo que a deposicao pode ser regulada por um processo compensatério. Nas
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plantas de cana-de-acucar deste experimento, a COMT teve sua expressao reprimida nas
plantas crescidas em atmosfera com alto CO, apds 22 semanas de tratamento, ao passo
que observamos um aumento de celulose nas folhas (dados ndo mostrados) neste
mesmo periodo. Com base nestas observagdes, é possivel especular que o aumento do
conteudo de celulose observado nas folhas de plantas crescidas no elevado CO, pode ter
levado a repressao do gene da COMT, na tentativa de balancear a razéo entre estes dois
compostos, como proposto por Hu et al. (1999).

Em relagdo ao desenvolvimento da planta, podemos destacar a alteragcdo na
expressdao do promotor de crescimento auxina-independente, da proteina da familia
“kelch”, que geralmente esta associada a morfologia e organizacdo da célula e modulagéao
do citoesqueleto (Adams et al., 2000) e do gene LOB (do inglés, lateral organ boudaries),
que parece ser requerido durante o crescimento sob condicdes ambientais especificas
(Shuai et al., 2002).

Algumas espécies de plantas podem estar “predispostas” a responder ao elevado
CO, nao somente devido ao aumento da fotossintese e capacidade de dreno de carbono,
mas também devido a eficiéncia do transporte dos assimiliados entre fonte e dreno
(Pritchard et al. 1999). Nesse sentido, autra alteragéo significativa que observamos na
cana se refere as invertases de parede celular, que estdo mais ativas nos érgaos dreno e
estdo envolvidas com a particdo de sacarose, com 0 controle da diferenciagcdo celular e
desenvolvimento da planta (Roitsch et al, 2003). A baixa atividade desta enzima em
6rgaos fonte ocorreria, segundo Prioul et al. (1990), em prol de uma exportacado massiva
de fotoassimilados. Dessa forma, a menor expressao do gene de invertase em folhas das
plantas crescidas em alto CO, pode ser explicada pelo aumento de fotossintese nestas
plantas, que acarretou uma maior producédo de sacarose que estaria sendo exportada em

maior quantidade para os érgaos dreno.
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A inducéo na expressao de alguns tipos de transportadores de acgucar nas plantas
tratadas pode também estar correlacionada ao aumento da capacidade de transporte dos
fotoassimilados. Os transportadores de acuUcares podem se ajustar a funcdo de
fornecedores de acUcares para o crescimento e desenvolvimento da planta ou estar
envolvidos em formagéo de gradiente osmético para determinar o fluxo de agucares.
Alguns transportadores também podem estar envolvidos com sinalizagdo, podendo ser
regulados em diferentes niveis durante o desenvolvimento da planta ou quando ha uma
pertubacdo ambiental (Williams et al., 2000).

Em suma, as alteragcdes na expressao génica em cana-de-agucar sugerem uma
mudanga em nivel transcricional compativel com as mudangas observadas nos

parametros fisiol6gicos e bioquimicos analisados nestas plantas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com os dados obtidos neste trabalho foi construido um esquema geral ilustrando a
integracdo dos mecanismos envolvidos na resposta da cana-de-agucar apos 50 semanas

de cultivo em elevado CO, (Figura 14).

? Crescimentc ? Fotossintese

? BUA
? Biomassa FOLHA ) .
? Transcritos relacionados a
fotossintese e desenvolvimento

I FLUXO DE
CARBONO

? Crescimento .
? Teor de pectinas

? Biomassa

COLMO ? Teor de celulose

? Sacarose 2 Fib
? Fibras

Figura 14 — Esquema geral do provavel mecanismo de respostas
ao elevado CO; de plantas de cana-de-agucar.

Os dados indicam que o cultivo da cana-de-aglucar durante 50 semanas em
elevado CO, promove aumento na taxa fotossintética durante um longo periodo, muito
diferente do que é encontrado para a maioria das espécies C, ja estudadas. Esse aumento

na taxa fotossintética pode ser decorrente do aumento da atividade enzimatica da
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Rubisco, como verificado no experimento de Vu et al. (2006) e também do aumento do
transporte de elétrons que, no presente estudo, foi verificado através de um possivel
aumento no transporte de elétrons e também através da indugdo na expressao de genes
relacionados a este atividade.

A maior taxa de entrada de carbono na planta confere um aumento de fluxo interno
deste elemento, incrementando abiomassa na parte aérea, sendo o colmo o érgéo que
sofre a maior alteragdo. A melhora do status fotossintético direcionou o metabolismo da
planta principalmente para o acumulo de biomassa e sacarose no colmo, principal érgao
dreno em cana-de-agucar.

A particao de carbono nas paredes celulares do colmo também foi alterada, com
um aumento do teor de pectinas e celulose que pode ser relacionado com o0 aumento da
extensibilidade celular e maior crescimento. Todas estas alteracdes tém conseqliéncias
tecnologicas significativas, que conferem as plantas cultivadas em elevado CO,, um
potencial maior para a producéo de energia através de hidrolise acoplada a fermentacéo.
Além disso, conferem a cana-de-agUcar uma boa capacidade de seqlestrar carbono da
atmosfera.

O maior potencial de producdo de energia renovavel (biocombustiveis) somado as
medidas que devem ser tomadas para limitar as queimadas da cana e,
conseqlentemente, diminuir a emissdo de CO,, traz conseqliéncias positivas para a
mitigacdo das emissdes de gases do efeito estufa.

Do ponto de vista de obtencao de aplicacdes tecnoldgicas diretas dos dados aqui
apresentados, é importante lembrar que as condi¢cdes experimentais empregadas em
nosso estudo sao distintas das encontradas no campo. Porém, se considerarmos que no

cultivo em campo a cana-de-agUcar tenha um comportamento similar ao observado neste
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trabalho, talvez se possa esperar um aumento significativo na produtividade desta cultura

com os efeitos do aumento da concentracdo de gas carbdnico na atmosfera.
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