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Tempo para tudo

“Tudo neste mundo tem o seu tempo determinado,
e hé tempo para todo proposito debaixo do céu:
ha tempo de nascer e tempo de morrer;
tempo de plantar e tempo de arrancar o que se plantou;
tempo de matar e tempo de curar;
tempo de derribar e tempo de edificar;
tempo de chorar e tempo de rir;
tempo de prantear e tempo de saltar de alegria;
tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras;
tempo de abragar e tempo de afastar-se de abracar;
tempo de buscar e tempo de perder;
tempo de guardar e tempo de deitar fora;
tempo de rasgar e tempo de coser;
tempo de estar calado e tempo de falar;
tempo de amar e tempo de aborrecer;

tempo de guerra e tempo de paz.”

(Eclesiastes 3: 1-8)
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RESUMO

O seqliestro de carbono, pela fotossintese, e sua alocagdo em biomassa s3o considerados
ferramentas para minimizar os efeitos do aumento da concentracdo de CO, atmosférico
previstos para este século. Poucos trabalhos relatam o efeito da alta concentragdo de CO,
atmosférico em plantas acumuladoras de frutanos, principalmente em 6rgdos subterraneos.
Vernonia herbacea, Asteraceac nativa do cerrado, possui o6rgdos subterraneos de reserva
(riz6foros) que armazenam frutanos do tipo inulina. Frutanos sdo polimeros de frutose
originados da sacarose, sintetizados por duas enzimas: sacarose: sacarose frutosiltransferase
(SST), que catalisa a formagdo da 1-cestose, e frutano: frutano frutosiltransferase (FFT),
responsavel pelo alongamento da molécula, e despolimerizados pela frutano-exohidrolase
(FEH). O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da atmosfera enriquecida em CO;
no crescimento, alocacdo de biomassa e metabolismo de frutanos em V. herbacea. Dois lotes
de plantas foram mantidos em camaras de topo aberto sob ~380 ppm (controle) e ~720 ppm
(tratado) de CO,, Medidas de crescimento, biomassa, fotossintese, contetido e produtividade
de frutanos, atividade de SST, FFT, FEH e invertase e analise da agua de lavagem dos
riz6foros foram realizadas no momento da transferéncia para as camaras (T0) e aos 15, 30, 60,
90 e 120 dias apos o inicio do tratamento. As plantas responderam positivamente a elevada
concentragdo de CO,, apresentando maior crescimento (40%), maior taxa fotossintética
(63%), incremento de biomassa aérea (32%) e, ao final do periodo de exposi¢do, incremento
de biomassa subterranea (47%). Plantas sob 720 ppm de CO, também apresentaram maior
atividade de SST (150%), FFT (34%) ¢ invertase (54%) e menor atividade de FEH (-37%) do
que plantas controle. As plantas tratadas também apresentaram maior produtividade de
frutanos, principalmente de fruto-polissacarideos (39%). A elevada concentragdo de CO;
também promoveu maior exsuda¢do de agucares pelos rizoforos, sendo detectada pela

primeira vez para esta espécie a exsudacao de inulina. Considerando as previsdes de aumento



X
do CO; atmosférico, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que V. herbacea apresenta

estratégias para responder favoravelmente a essa alteragdo ambiental, alocando parte do

carbono assimilado para producdo de compostos de reserva.

Palavras-chave: inulina, alto [CO;].m, vegetagao do cerrado



ABSTRACT

Carbon sequestration through photosynthesis and its allocation in biomass are considered
tools to minimize the effects of increasing atmospheric CO, concentration forecasted for this
century. Studies describing the effects of high CO, concentrations in plants with fructan
metabolism are scarce, especially in plants accumulating fructans in the underground reserve
organs. Vernonia herbacea (Asteraceae), native of the cerrado vegetation, accumulates inulin-
type fructans in the underground reserve organs, the rhizophores. Fructans are fructose-based
oligo and polysaccharides synthesized from sucrose by the action of two
fructosyltransferases: sucrose:sucrose frucotyltransferase (SST), that catalyses the formation
of the trisaccharide 1-cestose and fructan:fructan fructosyltransferase (FFT) that catalyses the
reversible transfer of fructosyl units between fructan chains. Fructan depolymerization occurs
by action of a fructan exohydrolase (FEH). The aim of the present work was to study the
effects of increased CO, concentration on growth, biomass allocation and fructan metabolism
in Vernonia herbacea. The plants were maintained in Open-Top-Chambers (OTCs) for 120
days under ambient (~380 ppm) (Control) and enriched (~720 ppm) (Treated) CO;
concentrations. Growth, photosynthesis, fructan contents and fructan metabolizing enzyme
activities and rhizophore washings were analyzed at the time of transference to OTC (Time 0)
and after 15, 30, 60, 90 and 120 days of cultivation. Plants grown under elevated CO;
presented increases in height (40%), photosynthesis (63%), biomass of aerial (32%) and
underground (47%) organs and increased carbohydrate in rhizophore washings. Under
elevated CO; plants also presented increased SST (150%), FFT (34%) and invertase (54%)
activities and lower FEH activity (-37%). Although fructan concentration remained
unchanged, fructan productivity was higher in treated plants, due to increased rhizophore

biomass. Results indicate that plants of V. herbacea can benefit from elevated CO,
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concentrations by increasing growth and allocating part of the fixed carbon for the production

of reserve carbohydrates.

Key words: inulin, elevated [CO;]am, cerrado vegetation
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INTRODUCAO

Alteragdes na composi¢ao quimica da atmosfera vém sendo intensificadas desde o
final do século XVIII, devido, principalmente, a queima de combustiveis fosseis, utilizados
como fonte de energia, e a mudangas no uso do solo. Amostras de ar fossil aprisionadas em
testemunhas de gelo antartico, mostraram aumento de aproximadamente 25% nos niveis
atmosféricos de didéxido de carbono (CO;), além do aumento nos niveis de metano (CHs) e
oxidos nitricos (NOx), quando comparados aos teores pré-industriais dos ultimos 400 mil anos
(Petit et al. 1999).

Medidas em tempo real da concentragdo de CO, atmosférico realizadas em Mauna
Loa, Havai (EUA), mostraram que entre 1959 e 2002 houve um aumento de 55 ppm (partes
por milhdo) de CO, (Keeling & Whorf 2002 apud Korner 2006) (figura 1). Previsoes estimam
que, em 2075, os niveis atmosféricos de CO, estardo proximos de 720 ppm (Houghton et al.
1996). Segundo dados do relatorio de 2007 do Painel Intergovernamental sobre Mudangas
Climaticas (do inglés - IPCC), a concentragao de CO, aumentou no periodo de 1995 a 2005,
em média, 1,9 ppm por ano. Em fevereiro de 2007, segundo dados do Laboratério de Pesquisa
do Sistema Terra (ESRL 2007), 6rgao do governo dos Estados Unidos, a concentragdo de CO;
atmosférico atingiu o valor de 384 ppm.

Com o intuito de estabelecer as primeiras medidas de controle das emissdes de gases
causadores do efeito estufa (GEE), 155 paises participantes da Conferéncia das Nagdes
Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento, realizada no Rio de Janeiro em 1992,
assinaram o primeiro acordo internacional (“United Nations Framework Convention on
Climate Change” — UNFCCC). Em 1997 foi elaborado o primeiro tratado internacional para a
reducdo dos GEE, o chamado Protocolo de Kyoto, no qual as nagdes industrializadas
comprometiam-se a reduzir, no periodo de 2008 a 2012, as emissdes de GEE em 5%, em

relacdo aos niveis registrados em 1990.
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Figura 1. Concentragdo atmosférica de didxido de carbono (CO,) durante os ultimos 10.000 anos. No
detalhe dados obtidos a partir de 1750. Simbolos de diferentes cores referem-se a dados obtidos de
diferentes testemunhas de gelo e a linha rosa refere-se a amostras de ar atmosférico (IPCC 2007,

modificado).

Para o cumprimento das metas de corte em emissoes de GEE pelos paises signatarios,
faz-se necessaria uma mudanca significativa em suas matrizes energéticas, substituindo fontes
fosseis por renovaveis. Por ser uma mudanca dispendiosa e de longo prazo, o Protocolo de
Kyoto também estabeleceu que as quantidades de gases causadores do efeito estufa re-fixados
pelos ecossistemas poderdo ser abatidas dos compromissos assumidos pelos paises
signatarios.

Nesse contexto, a busca de alternativas de manejo associadas a manutengdo dos
ecossistemas e ao seqliestro de carbono em ambientes florestais tem sido o objeto de varias
pesquisas em ciéncias ambientais. O seqiiestro de carbono e sua alocacdo em biomassa de
plantas tém sido considerados ferramentas promissoras para a minimizagdo dos problemas
causados pelo efeito estufa (Ceulemans et al. 1999, Scarascia-Mugnozza et al. 2001,
Buckeridge & Aidar 2002, Grace et al. 2006).

O seqiiestro de carbono pelas florestas pode ser quantificado com base na

produtividade liquida do ecossistema, ou seja, o quanto de carbono foi fixado em biomassa
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vegetal e/ou no solo menos o carbono perdido através da respiragdo, dano por insetos, fogo e
desmatamento (Jarvis 1989, Malhi et al. 1999, Stellen et al. 1998). Segundo calculo de Taylor
& Lloyd (1992), aplicado em locais livres de distarbios por fogo e/ou por mudangas no uso do
solo, a produtividade primaria liquida aumenta com a fertilizagdo com CO, e nitrogénio. Esse
aumento ocorre porque a respiracdo heterotrofica é retardada devido ao atraso na
decomposicdo da matéria organica, especialmente em ecossistemas que apresentam estoques
significativos de carbono.

Grace et al. (2006) verificaram que as mudangas ambientais causadas pelo aumento de
CO, atmosférico causam um aumento na for¢ca de dreno proporcional ao tempo de
permanéncia do carbono armazenado na planta ¢ no solo. A partir de dados obtidos na
literatura, os autores sugerem que os biomas mais importantes como drenos de carbono sao
predominantemente florestas e savanas. Os autores, usando o método de Taylor & Lloyd
(1992), verificaram que os ecossistemas terrestres sio drenos de 2,55 Gt C ano™, dos quais
0,39 Gt C sdo atribuidos as savanas tropicais.

As savanas sdo o maior componente da vegetagdo mundial, cobrindo um sexto da
superficie da Terra, e sdo responsaveis por 30% da producdo primaria de toda vegetagdo
terrestre (Grace et al. 2006). Cerca de 50% do territorio africano € coberto por savanas
(Menaut 1983, Campbell 1996). Na América do Sul, as savanas, compreendendo o cerrado e
os “lhanos”, cobrem cerca de 45% de seu territorio, estendidas pelo Brasil, Colombia,
Venezuela e Bolivia (Cochrane et al. 1985).

A vasta cobertura vegetal das savanas pode contribuir significativamente para o
orcamento global de carbono (Hall et al. 1995) e ainda, segundo Scurlock & Hall (1998), em
termos globais, as savanas podem aumentar o dreno de carbono em cerca de 0,5 Gt C, em
resposta ao aumento do CO,.

Muitas das informacdes sobre o efeito do aumento do CO, atmosférico nas plantas sdo

fornecidas através de estudos realizados com cultivares (Allen 1990). Esse fato ¢
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compreensivel considerando o impacto potencial do aumento de CO; na produgao e qualidade
dos alimentos. Entretanto, a partir do final do século passado, inumeros trabalhos foram
publicados sobre o efeito do aumento da concentracdo de CO, atmosférico em diferentes
espécies vegetais, em especial arboreas, mantidas sob diferentes condi¢cdes de crescimento
(Korner & Bazzaz 1996, Pritchard et al. 1999, Centrito et al. 1999, Poorter & Navas 2003,
Korner 2006). Processos importantes vém sendo estudados em plantas mantidas sob
atmosfera enriquecida em CO,, incluindo a assimilagdo de carbono, particdo, alocagdo e
producgdo de biomassa, atividade estomatica e transpiragao.

Segundo Hunt et al. (1991), plantas expostas a concentragdo elevada de CO, sdao, em
geral, maiores do que as plantas crescidas em concentracdo ambiente; a magnitude do
estimulo de crescimento ¢ dependente de varios fatores, dentre eles o tipo de mecanismo
fotossintético da planta, forca do dreno, plasticidade fenoldgica, estratégia de sobrevivéncia e
adaptacdo estrutural da planta ao ambiente (Diaz 1995). Poorter & Navas (2003), revisando a
literatura sobre o efeito da concentragdo elevada de CO, no crescimento de diversas espécies,
verificaram que plantas herbaceas e lenhosas com mecanismo fotossintético do tipo C3,
apresentaram um acréscimo de  45% e 48%, respectivamente, no ganho de biomassa. Estes
valores foram superiores aos encontrados em plantas C4 (12%) e naquelas que apresentam o
metabolismo 4cido das crassulaceas (CAM) (23%), e demonstram que, em resposta a
exposicdo a niveis elevados de CO,, o ganho de biomassa ¢ mais fortemente evidenciado em
plantas C3 do que em plantas CAM ou C4. Demonstram também que as plantas herbaceas e
arboreas ndo apresentam diferengas significativas quanto ao ganho de biomassa em resposta
aos niveis elevados de CO,.

Estudos sobre alteragdes nos carboidratos estruturais de plantas submetidas a elevada
concentragdo de CO, também sdo importantes, pois a celulose, um dos principais
componentes da parede celular, ¢ considerada um dos compostos de carbono mais abundantes

na natureza e seu acumulo tem sido considerado uma das principais formas de seqiiestro de
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carbono pelas plantas (Buckeridge & Aidar 2002). Estudando arvores de carvalho, Aranda et
al. (2006) encontraram diferencas significativas no conteudo de celulose em folhas, mas nio
observaram mudangas nos teores de lignina e hemiceluloses. Em folhas de Arabidopsis o
aumento deste composto em plantas mantidas sob elevado CO, foi de 22% (Teng et al. 2006).

Uma das possiveis conseqiiéncias do crescimento estimulado pela atmosfera
enriquecida de CO, é o aumento da necessidade de recursos disponiveis no solo, como agua e
nutrientes. Se o aumento de CO; ndo for acompanhado por uma maior disponibilidade ou
eficiéncia no uso desses recursos (Hilbert et al. 1991, Luo et al. 1994), ou ainda, se o
crescimento ¢ limitado por outros fatores externos, como baixa irradiancia e diferencas na
temperatura (Field et al. 1992), pode ocorrer uma perda maior do carbono assimilado através
da respiragdo e da exsudaga@o pelo sistema subterraneo. Hungate et al. (1997) verificaram um
aumento de 56% na respiragdo ¢ na exsudagdo de compostos das raizes de uma espécie de
graminea da California (EUA) submetida a elevada concentragdo de CO,. Em condigdes
normais, em geral, 5 a 21% de todo o carbono fixado pela fotossintese ¢ exsudado pelas raizes
na forma de aminoacidos e carboidratos (Marschener 1995).

Vegetais superiores empregam diferentes estratégias para explorar ambientes
especificos e, dentre estas, apresentam variagdes nas formas do carbono fixado. A vegetacao
herbacea do cerrado, por exemplo, caracteriza-se pela presenca de numerosas espécies
portadoras de 6rgdos subterraneos espessados que acumulam carboidratos utilizados como
substancias de reserva pelas plantas (Dietrich & Figueiredo-Ribeiro 1985, Figueiredo-Ribeiro
et al. 1986). Os frutanos, carboidratos de reserva amplamente distribuidos entre as
Asteraceae, sdo acumulados em 60% das espécies dessa familia ocorrentes em uma area de
cerrado da Reserva Biologica e Estagdo Experimental de Moji Guagu, Sdo Paulo (Tertuliano
& Figueiredo-Ribeiro 1993).

Frutanos sao polimeros de frutose lineares ou ramificados, originados da sacarose, que

ocorrem como compostos de reserva em aproximadamente 15% das Angiospermas, incluindo
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espécies de ordens evoluidas e economicamente importantes, como Asterales e Poales. Dentre
as monocotiledoneas que acumulam frutanos encontram-se principalmente as Poaceae,
Liliaceae, Amaryllidaceae, Iridaceae e Agavaceae e entre as dicotiledoneas, os frutanos sao
encontrados em espécies de Campanulaceae, Lobeliaceae, Stylidiaceac e em
aproximadamente 25000 espécies de Asteraceae (Hendry & Wallace 1993). Também sao
encontrados em bridfitas, algas, fungos e bactérias, razdo pela qual Hendry (1993) sugeriu a
origem polifilética do metabolismo de frutanos.

A maioria das espécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical, sendo
mais abundantes em regides onde o crescimento ¢ sazonal. A expansdo da flora que contém
frutanos coincidiu com o aparecimento de episddios de seca e, particularmente, com a seca
sazonal, durante o Eoceno-Mioceno. A flora do Mioceno caracterizou-se pelo aparecimento e
expansdo das vegetacdes de savana e de cerrado em regides quentes (Hendry & Wallace
1993). Nao existe uma evidéncia que associe a expansdo da flora que contém frutanos a
episodios prolongados de frio. A distribui¢do geografica desta flora parece estar relacionada a
presenga de um regime sazonal de chuvas, como ocorre nas savanas tropicais, por exemplo.

Os frutanos consistem de séries homodlogas de oligo- e polissacarideos ndo redutores,
onde cada membro da série contém um residuo de frutose a mais que o membro anterior
(Edelman & Jefford 1968). Esses polimeros de D-frutose apresentam um residuo de D-
glucose geralmente localizado na extremidade da cadeia, unido por uma liga¢ao do tipo a-1,2
como na sacarose. O frutano mais simples ¢ um monofrutosil sacarose, um trissacarideo.

Sdo conhecidos trés isdmeros desse trissacarideo, que diferem entre si pela ligacdo da
frutose a um dos grupos hidroxila da sacarose. Segundo Pollock et al. (1996 e referéncias ali
contidas), a 1-cestose (1-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-B-fru-1,2-fru) foi o primeiro a ser
caracterizado por Bell e colaboradores e ¢ encontrada em todas as espécies que acumulam
frutanos. A 6-cestose (6-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-B-fru-6,2-fru) apresenta o residuo

terminal de frutose ligado ao carbono 6 da frutose, e a neocestose (6-G-frutosil sacarose, -
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fru-2,6-0-glu-1,2-fru) apresenta os dois residuos de frutose ligados a glucose. Assim, a 1-
cestose € a 6-cestose possuem uma glucose e uma frutose terminais, enquanto a neocestose
apresenta a glucose interna. Baseando-se nos trés trissacarideos e no tipo de ligacdo
glicosidica predominante entre as unidades de frutose, B-2,1 ou B-2,6, cinco tipos diferentes
de estruturas de frutanos podem ser distinguidos em plantas superiores (Pollock et al. 1996,
Ritsema & Smeekens 2003), conforme descrito abaixo e mostrado na figura 2:

e inulina, molécula linear baseada no trissacarideo 1-cestose, com ligagdes [B-2,1
entre os residuos de frutose, encontrado principalmente em Asterales (ex.:
Helianthus tuberosus L.);

e levano, molécula linear baseada na 6-cestose, com ligagdes -2,6 entre os residuos
de frutose, caracteristico de Poales (ex.: Phleum pratense L.);

e frutanos com ligagdes mistas, dos tipos B-2,1 e B-2,6, e cadeiras ramificadas, com
glucose na extremidade da cadeia, também encontrado em Poales (ex.: Bromus,
Triticum);

e frutanos baseados na neocestose ou neosérie da inulina, com ligacdes -2,1 entre
os residuos de frutose, encontrado em Liliaceae (ex.: Aspargus, Allium e alguns
membros das Poales) e

e frutano baseado em neocestose ou neosérie do levano, com ligagdes B-2,6 entre os

residuos de frutose, presente em alguns membros de Poales (ex.: Avena).
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Figura 2. Exemplos de diferentes tipos de frutanos. (a) inulina, (b) neoserie de inulina, (¢) levano e (d)

levano misto. A molécula de sacarose esta circulada (Ritsema & Smeekens 2003, modificado).

Segundo modelo proposto por Edelman & Jefford (1968) para tubérculos de
Helianthus tuberosus, os frutanos sdo sintetizados pela a¢do de duas frutosiltransferases. A
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99), que catalisa irreversivelmente a
formagdo da 1-cestose a partir de duas moléculas de sacarose, liberando uma molécula de

glucose que, apos fosforilagdo, ¢ novamente utilizada na sintese de sacarose. Essa enzima

apresenta alta especificidade pela sacarose.
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SST
G-1,2-F+G-1,2-F - G-1,2-F-12-F+ G

sacarose sacarose 1-cestose glucose

A outra frutosiltransferase envolvida na sintese de frutanos ¢ a 1-FFT (frutano:frutano
1-frutosiltransferase, EC 2.4.1.100), responsavel pelo alongamento da cadeia de frutanos,
catalisando a transferéncia reversivel de residuos terminais de frutose de uma molécula
doadora para uma receptora. Nesta reacdo, a menor molécula receptora ¢ a sacarose que nunca
pode ser doadora (Edelman & Jefford 1968). Como a reacdo ¢ reversivel, essa enzima
também atua na redistribuicdo das unidades de frutose, podendo promover também a
diminuicdo do comprimento das cadeias. Esse modelo ainda ¢ aceito atualmente, tendo sido
confirmado por estudos de Koops & Jonker (1996) em H. tuberosus ¢ por Van den Ende &
Van Laere (1996) em Cichorium intybus L.

FFT
G-F-(F)y + G-F~(F)y <> G-F-(F)p. — G-F-(F)ms1

n = n° de residuos de frutose extra-sacarose da molécula doadora
m = n° desses residuos da molécula receptora

A despolimerizagdo das moléculas de frutanos ¢ catalisada por frutano-exohidrolases
(FEHs) e ocorre pela remogao seqiiencial dos residuos terminais de frutose. Os produtos finais
da FEH sao a frutose e a sacarose, sendo a enzima fortemente inibida por esse dissacarideo
(Edelman & Jefford 1964, Van den Ende et al. 2002).

FEH
G-F-(F), + H,0 —> G-F-(F)p.1 + F
Dois tipos principais de FEHs podem ser distinguidos, dependendo do tipo de ligacao
que esta hidrolisa: a 1-FEH (EC 3.2.1.153), que atua sobre ligagdes B-2,1, e a 6-FEH (EC
3.2.1.154), que atua sobre ligagdes -2,6 (Van den Ende et al. 2002). Entretanto, uma FEH

que hidrolisa ambas as ligagdes foi purificada de Hordeum vulgare L. (Henson & Livingston
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1998). Adicionalmente, a presenga de isoformas de FEH atuando na mobiliza¢ao de frutanos
foi descrita para diferentes espécies, como exemplificado para H. tuberosus (Edelman &
Jefford 1964), C. intybus (Claessens et al. 1990, Van den Ende et al. 2002), Lolium rigidum
L. (Bonnett & Simpson 1993), Triticum aestivum L. (Van den Ende et al. 2003, Van den Ende
et al. 2005, Van Riet et al. 2006) e Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (Asega et al. 2004).

Uma vez que a sacarose ¢ o dissacarideo que da origem aos frutanos, no estudo do
metabolismo destes carboidratos deve-se considerar a agdo da enzima invertase (E.C.
3.2.1.26), que hidrolisa a sacarose e libera glucose e frutose.

Nas células, os frutanos e as enzimas de seu metabolismo sdo acumulados nos
vacuolos (Frehner et al. 1984), embora sua presenca ¢ a da FEH tenham sido detectadas
também no fluido apoplastico (Henson & Livingston 1998, Van den Ende et al. 2005). Os
frutanos sdo encontrados em 6rgaos subterraneos de reserva, como raizes tuberosas, rizéforos,
tubérculos e bulbos e em oOrgdos fotossintetizantes, como folhas, caules, inflorescéncias e
sementes (Meier & Reid 1982, Carvalho & Dietrich 1993, Ritsema & Smeekens 2003).

A atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo de frutanos ¢ influenciada por
niveis endogenos de carboidratos (Farrar 1996). Altas concentragdes de sacarose promovem a
biossintese, aumentando a capacidade do 6rgdo dreno de atrair e acumular fotossintatos
(Pollock & Cairns 1991). A SST, por exemplo, ¢ induzida em condi¢des que elevam a
concentragdo de sacarose € que, portanto, promovem o aumento de frutanos. Entre estas
citam-se: anoxia (Albretch et al. 1993), baixa temperatura (Jeong & Housley 1990,
Prud’homme et al. 1993), iluminagdo continua de folhas (Simmen et al. 1993, Person &
Cairns 1994), alta irradiancia (Cairns et al. 2000), exposi¢do a seca (De Roover et al. 2000) e
deficiéncia de nitrogénio (Améziane et al. 1997, Wang et al. 2000).

Por outro lado, a mobilizagdo dos frutanos ocorre quando hd um aumento da demanda
por compostos de carbono para o crescimento da planta ou para permitir ajustes metabolicos

em situacdes de estresses. Assim, o aumento da atividade da FEH foi observado em espécies
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de Asteraceae durante a brotagdo de 6rgdos aéreos no ciclo anual de desenvolvimento, ou
durante a rebrota de plantas desfolhadas, conforme relatado em Asega & Carvalho (2004 e
referéncias ali contidas). Baixas temperaturas também induzem a atividade da FEH (Van den
Ende & Van Laere 1996, Portes 2005, Asega 2007) que, ao promover a diminui¢do do
tamanho médio das cadeias de frutanos, permite o ajuste osmoético nas células, promovendo a
tolerancia das plantas ao frio.

Os frutanos sdo, portanto, armazenados quando a producdo de fotoassimilados excede
a demanda, e s3o mobilizados quando ha necessidade de energia (Ritsema & Smeekens
2003). Em tecidos fotossintéticos, os frutanos armazenados nos vactiolos servem como uma
reserva de sacarose, prevenindo a inibi¢do da fotossintese induzida por agticares. Em tecidos
drenos, a polimerizagdo da sacarose em frutanos ¢ importante para manutencao do gradiente
de sacarose entre os tecidos de armazenamento e o floema, garantindo sua translocagdo para
esses tecidos (Pollock 1986, Pollock & Cairns 1991).

Os frutanos sdo acumulados durante o crescimento e desenvolvimento da plantas.
Contudo, alteracdes em sua concentracdo € composicdo, bem como nas atividades das
enzimas do seu metabolismo, conforme relatado anteriormente, podem estar associadas a
variagdes sazonais de temperatura e outros fatores ambientais (Pollock 1986, Pontis 1989,
Housley & Pollock 1993) indicando que, além do papel de carboidrato de reserva, os frutanos
apresentam outras funcdes fisiologicas. Estes polimeros parecem estar associados a prote¢ao
das plantas contra o frio e a seca, por atuarem na regulacdo osmotica da célula, através da
variagdo do grau de polimerizagdo de suas moléculas (Pontis & Del Campillo 1985, Pilon-
Smits et al. 1995, Van den Ende et al. 2002) e por prevenir danos a membrana celular,
mantendo sua integridade e o funcionamento celular (Demel et al. 1998, Vereyken et al.
2001). Em espécies de cerrado, esses compostos atuam possivelmente aumentando a

tolerancia das plantas a baixa disponibilidade de dgua durante o inverno, contribuindo para
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sua sobrevivéncia nessas condigdes (Carvalho & Figueiredo-Ribeiro 2001, Dias-Tagliacozzo
et al. 2004, Garcia 2006).

Além de sua funcdo como carboidrato de reserva e na adaptagdo das plantas ao
ambiente, os frutanos vém sendo utilizados na industria alimenticia e farmacéutica. Nos
ultimos anos tem havido um interesse crescente pelo uso da inulina como ingrediente
alimentar; na forma de frutose livre ¢ indicada como adogante dietético, na forma de fruto-
oligossacarideos (FOS) ¢ empregada como fibra soluvel e alimento funcional (Ritsema &
Smeekens 2003).

Os frutanos s3o considerados compostos pré-bidticos, uma vez que nio sao
hidrolisados pelas enzimas digestivas e promovem o crescimento seletivo de bactérias, como
lactobacilus e bifidobactérias no colon (Hartemink et al. 1997, Cummings et al. 2001). Os
FOS propiciam a diminui¢do dos niveis de triglicerideo sérico (Hidaka et al. 1986),
estimulam a absor¢do de calcio, magnésio e ferro no cdlon (Roberfroid 2002) e,
possivelmente atuam na prevenc¢do do cancer de célon (Roberfroid 2005). Quando misturada
a agua, a inulina forma uma emulsdo de baixo teor calorico com textura similar & gordura e
adequada a fabricacdo de iogurtes, sorvetes, mousses, chocolates e produtos de panificacao
(Ritsema & Smeekens 2003).

Atualmente, o principal frutano usado na industria alimenticia mundial ¢ a inulina de
raizes de C. intybus proveniente de cultivos na Bélgica e Holanda. Segundo Van den Ende et
al. (2002), a produgao anual de inulina proveniente das raizes tuberosas de chicoéria cresceu na
ultima década de mil para mais de 100 mil toneladas, devido ao aumento da demanda por este
composto.

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (figura 3) é uma Asteraceaec perene nativa do
cerrado que apresenta crescimento sazonal bem definido (Carvalho & Dietrich 1993). Possui
orgaos subterraneos espessados, de origem caulinar, denominados rizoforos por Menezes et

al. (1979), para outras espécies do género. Os rizoforos sdo responsaveis pela reproducgdo
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vegetativa da espécie, pois apresentam gemas axilares que dao origem a ramos aéreos
(Hayashi & Appezatto-da-Gloria 2005), e também atuam como 6rgaos de reserva da planta
(Carvalho & Dietrich 1993).

O género Vernonia compreende 5% das espécies da familia Asteraceae em area
restrita do cerrado da Reserva Biologica e Estagdo Experimental de Moji-Guagt, SP, Brasil.
Nessa regido, Asteraceae ¢ a familia mais representativa em géneros e espécies, constituindo
aproximadamente 17% da flora de angiospermas. A presenga de espécies do género Vernonia
também ja foi relatada na Reserva Estadual Pé-do-Gigante, em Santa Rita do Passa Quatro,
SP, Brasil (Batalha & Mantovani 2000). Das espécies de Vernonia encontradas em areas de
cerrado do estado de Sdo Paulo e conhecidas até o momento, V. herbacea destaca-se pelas
altas concentragdes de frutanos, que atingem até 80% da massa seca dos rizéforos (Carvalho
& Dietrich 1993).

Além da sua ocorréncia em plantas do cerrado, o metabolismo de frutanos também
esta presente em fungos do solo. Cordeiro Neto et al. (1997), analisando a microbiota da
rizosfera de plantas de V. herbacea coletada na Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de
Moji-Guagt, verificaram que 82% dos fungos isolados sdo capazes de hidrolisar inulina.
Dentre eles, Penicillium janczewskii, um fungo filamentoso, apresentou elevada atividade de
inulinase extracelular quando crescido em meio de cultura contendo inulina como fonte de
carbono (Pessoni et al. 1999). Os autores sugeriram que os 6rgaos subterraneos desta espécie
podem exsudar inulina e exercer assim influéncia sobre a microbiota associada a rizosfera.
Entretanto, a ocorréncia da atividade inulinasica observada in vitro ndo foi investigada na
propria rizosfera, e pouco se sabe sobre a exsudacdo de frutanos por 6rgdos subterraneos de
reserva.

Embora ainda nao seja cultivada com fins comerciais, V. herbacea apresenta potencial

para a produg¢do de inulina. Neste sentido, aspectos do crescimento da planta e da alocagdo de
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biomassa, associados a nutricdo mineral nestas plantas, t€ém sido investigados com o objetivo
de aumentar a biomassa de rizoforos e, conseqiientemente, a produgdo de inulina.

A produgdo de inulina por plantas de V. herbacea cultivadas em uma area do cerrado
atingiu 0,522 t ha” apés dois anos de cultivo (Carvalho et al 1998). Por outro lado, o
tratamento com nitrogénio promoveu um aumento de 70% na produgdo de inulina em relacao
ao controle, e abreviou o tempo de colheita para um ano, tendo sido estimada uma produgao

de 0,5 t ha™ (Cuzzuol et al 2003).
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Figura 3. Aspecto geral de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby.
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Estudos sobre o efeito do CO, no acumulo de frutanos sdo escassos na literatura, € a
maioria destes foi realizada com gramineas de regides temperadas. Dentre estes, Isopp et al.
(2000) verificaram que plantas de Lolium perenne crescidas sob concentragdes elevadas de
CO, apresentaram aumento no conteudo de carboidratos ndo-estruturais nas folhas, em
especial de frutanos. Resultado semelhante havia sido observado em trigo ¢ Poa alpina L.
(Smart et al. 1994, Baxter et al. 1997, Sild et al. 1999). Em batata, Miglietta et al. (1998)
demonstraram que o aumento da concentracdo de CO, promoveu aumento da biomassa
subterranea, devido especialmente ao crescimento de novos tubérculos.

Um experimento preliminar com plantas de V. herbacea demonstrou que, apos 30 dias
de exposicdo a atmosfera enriquecida em CO,, houve uma tendéncia de maior alocacdo de
biomassa nos 6rgdos subterraneos, bem como de aumento na concentragao de frutanos,
principalmente de fruto-polissacarideos, tanto nos rizéforos iniciais (fragmentos de rizéforos
para obtencdo das plantas) como nos rizoforos novos. Esses resultados sugeriram que nas
plantas crescidas sob alto CO,, ocorreu maior disponibilizagdo de carbono para a biossintese
de frutanos.

Considerando a representatividade das espécies de asteraceas acumuladoras de
frutanos na flora herbacea nativa do cerrado, o estudo sobre o efeito da atmosfera enriquecida
de CO, em plantas de V. herbacea podera contribuir para a compreensao dos impactos do

aumento da concentragdo de CO,, previsto para esse século, nesse tipo de vegetagao.
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OBJETIVO

Tendo em vista os elevados teores de frutanos em rizoforos de V. herbacea e sua
possivel aplicacdo na industria, a ampla ocorréncia de espécies acumuladoras desses
polimeros no cerrado, a previsao de aumento da concentragdo de CO, atmosférico, conforme
estudos recentes, € a escassez de estudos sobre o efeito do CO, no acumulo de carboidratos
em Orgdos subterrdneos de reserva, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
atmosfera enriquecida em CO; no crescimento, na aloca¢do de biomassa ¢ no metabolismo de

frutanos nessas plantas.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (SP 169567) foram obtidas por
propagacdo vegetativa a partir de fragmentos de rizéforos de plantas adultas, coletadas na
Reserva Biologica e Estagao Experimental de Moji Guagu, Sao Paulo (22°35°S e 47°44°W),
em setembro de 2005. Os fragmentos de rizoforos, medindo aproximadamente 3 cm de
comprimento, foram plantados em bandejas plasticas contendo terra de canteiro. Apos 60
dias, as plantas obtidas foram transferidas para vasos de 3 L de capacidade contendo terra de
canteiro, em numero de trés por vaso.

Ap0s o plantio, os vasos foram separados em dois lotes e distribuidos em cdmaras de
topo aberto (OTC “open-top chambers™) de 1,5 m de didmetro ¢ 2 m de altura, providas de
um sistema de circulacdo de ar (figura 4) e instaladas na Casa de Vegetacdo da Secdo de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica. Um dos lotes de plantas
(controle) foi mantido sob uma atmosfera aproximada de 380 ppm de CO,, enquanto o outro
lote (tratado) foi submetido a atmosfera de aproximadamente de 720 ppm de CO,, através de
injecdo deste gas a partir de um cilindro acoplado ao sistema. As concentragdes do gas no
interior das cdmaras foram monitoradas a cada trés dias com um medidor de CO, modelo
Testo 535.

Semanalmente, cada vaso recebia 100 mL de solucdo nutritiva Vernonia, conforme
Cuzzuol et al (2005). Nesta ocasido, era realizada a redistribuigdo dos vasos dentro das
camaras, de forma a ser evitada a aclimatagdo das plantas ao microambiente. Quando

necessario, as plantas eram regadas com agua destilada para evitar o dessecamento.
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Figura 4. (A) Esquema da camara de topo aberto: 1 - Cilindro de gas de CO,, 2- Valvula de
regulagem, 3- Mangueira de gas, 4- Entrada para ar, 5- Ventilador, 6- Vasos. (*) Itens
presentes somente na cadmara de atmosfera enriquecida de CO,. As setas indicam a dire¢do do
fluxo de gas ou de ar atmosférico. (B) Em primeiro plano, camara contendo plantas de V.
herbacea mantidas em elevada concentragdo atmosférica de CO,; ao fundo, o lote de plantas

em atmosfera ambiente.
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As medidas de crescimento, de fotossintese ¢ as coletas de material para extragdo de
carboidratos, enzimas e clorofila foram realizadas no momento da transferéncia para as
camaras (tempo 0) e aos 15, 30, 60, 90 ¢ 120 dias apds o inicio do tratamento. Os rizéforos
das plantas coletadas foram lavados, congelados em nitrogénio liquido ¢ mantidos a -80°C até
a realizagdo das analises bioquimicas. Em cada ponto de amostragem foram coletadas 15
plantas do grupo controle e 15 do tratado. As extragdes de carboidratos e enzimas foram

realizadas em triplicatas, e cada amostra composta aleatoriamente por 5 plantas.

Analise de Crescimento

Em cada ponto de amostragem foram determinados comprimento do ramo, numero de
folhas, area foliar, massa de matéria fresca e seca dos Orgdos aéreos (caule e folhas,
separadamente) e dos 6rgaos subterraneos (rizoforos e raizes, separadamente). A massa seca
dos orgdos aéreos e das raizes foi determinada apds secagem do material em estufa a 60°C até
massa constante, enquanto a dos rizéforos foi determinada apoés liofilizagdo do material. A
area foliar foi estimada pela equagdo y = 0,2737x + 0,7158, onde x equivale ao produto das
medidas de comprimento e largura das folhas, e a varidvel independente ¢ o retangulo
circunscrito a folha com o coeficiente de correlagdo de 0,9658, previamente determinado para
a espécie estudada (Carvalho et al. 1997). A partir desses dados, utilizando o programa
desenvolvido por Hunt et al. (2002), foram calculadas as taxas de crescimento relativo (TCR)
e arazdo de area foliar (RAF), utilizando as seguintes equacdes:

TCR = (LnM; — LnM,) / (t; — tp),
onde
Ln ¢ o logaritmo natural, M, ¢ a massa seca atual, M; ¢ a massa seca da medida

anterior e t2 — t1 ¢ o intervalo de tempo entre as duas medidas e
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RAF = (Ar X Mpianta),
onde
As corresponde a area foliar total e Mpjanta @ massa seca total da planta.
A razdo do peso da folha (RPF) foi calculada segundo Hunt (1982), utilizando a
seguinte equagao
RPF = Misiha / Mplantas
onde
Mrolha corresponde a massa seca foliar total € Mpjanta @ massa seca total da planta. A
taxa de assimilagdo liquida (TAL) foi calculada pela equagdo descrita por Williams (1946):
TAL = [(LnA; —LnA)) / (A2 —A)D] . [(M2—My) / (t2 — t1)],
onde
Ln ¢ o logaritmo natural, A, ¢ a area foliar atual, A; ¢ a area foliar da medida anterior,
M, é a massa seca atual, M; é a massa seca da medida anterior e t2 — t1 é o intervalo de
tempo entre as duas medidas.
As razdes rizéforo:parte aérea (R:PA) e parte subterranea:parte aérea (PS:PA) foram
calculadas como a massa seca do rizéforo, ou a massa seca da parte subterranea (rizéforo e

raiz), dividida pela massa seca da parte aérea de cada planta.

Trocas gasosas

As taxas de assimilacdo liquida de CO, e de transpiragdo e a condutancia estomatica
foram medidas na primeira folha totalmente expandida de cada planta, a partir do apice,
utilizando-se um aparelho analisador de gas no infravermelho (IRGA; Li-Cor 6400), acoplado
a uma camara que permite o controle de luz, temperatura e concentragdo de CO,. A avaliagdo
foi feita a partir de medidas pontuais sob intensidade luminosa de 450 pmol m? s e

temperatura de 28 + 2°C, entre 9 e 12 horas (Cuzzuol 2003). A concentracdo de CO; dentro

da camara foi de 360 ppm ou de 720 ppm, de acordo com o tratamento da planta em analise.
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As equagdes para calcular a taxa de assimilagdo liquida de CO, (A), a taxa de transpiracao (T)
e a condutancia estomatica seguem Caemmerer & Farquhar (1981). A eficiéncia do uso da
agua (EUA) foi calculada como a relagdo entre a taxa de assimilagdo liquida dividida pela

taxa de transpiragdo (EUA=A/T).

Conteado de clorofila
Dois discos foliares de 1,4 cm de didmetro cada foram retirados da regido central da
primeira folha apical completamente expandida. Um disco foi macerado em solugdo acetonica
a 80% e o outro utilizado para a determinagdo da massa de matéria seca apOs secagem em
estufa a 60°C até massa constante. A extracdo dos pigmentos de clorofila foi realizada sob
baixa temperatura e luminosidade para impedir sua degradacdo pela luz ou por acdo
enzimatica. O extrato foi centrifugado a 600 g por 5 min ¢ as leituras de densidade Optica
foram realizadas, sob penumbra, em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 645 nm
(clorofila b) e 663 nm (clorofila a). O contetdo de clorofila foi calculado pela equagao
apresentada por Lichtenthaler & Wellburn (1983):
Clorofila a = (12,25.A¢63 — 2,79A¢4s.) . (V/(1000.M))
Clorofila b = (21,50.A¢4s — 2,79A¢63.) . (V/(1000.M))
Clorofila a+b = (7,14.Ase3 — 18,71 Agss.) . (V/(1000.M)),
onde

A ¢ a absorbancia, V ¢ o volume da amostra (mL) e M ¢ a massa seca do disco foliar

(em g).

Extracdo enzimatica e determinacéo da atividade enzimatica
As extragdes e a determinagdo das atividades enzimaticas foram realizadas com base
na metodologia descrita por Asega & Carvalho (2004). Amostras de rizéforos previamente

congeladas foram pulverizadas em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pistilo, e
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homogeneizadas em tampao citrato-fosfato (Mc Ilvaine) 50 mM, pH 5,5, contendo 2 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 5 mM de é&cido ascérbico, 2 mM de f-
mercaptoetanol e 10% de polivinil polipirrolidona (PVPP), na propor¢ao de 1:3 (p/v). O
homogeneizado foi mantido em repouso por uma hora e, em seguida, filtrado em tecido de
nailon duplo. O filtrado foi submetido a precipitagdo com sulfato de amdnio a 20% de
saturagdo e mantido em repouso por uma noite. Em seguida foi centrifugado por 20 min a
12.000 g e o sobrenadante foi submetido a precipitagdo com sulfato de amonio a 80% de
saturagdo e mantido em repouso por uma hora. Apos centrifugacdo por 20 min a 17.000 g, o
precipitado, constituido principalmente de proteinas, foi ressuspendido em tampao de
extracdo na propor¢do de 10 g de massa fresca inicial por mL e submetido a dessalinizacao
em colunas de Bio Gel P-6 DG, equilibradas com o mesmo tampao. Toda a manipula¢do do
material durante a extragdao enzimatica foi realizada a 5°C.

O contetido de proteina dos extratos enzimaticos dessalinizados foi determinado pelo
método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino como padrao.

As misturas de incubacdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporcao de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampao Mc Ilvaine 50 mM,
pH 4,5. Os extratos foram incubados a 30°C utilizando-se substratos nas concentra¢des finais
de 200 mM de sacarose (Sigma®) para a atividade de SST, 50 mM de sacarose (Sigma®)
para a atividade de invertase, 200 mM de 1-cestose para a atividade de FFT e 5% de inulina
de Helianthus tuberosus (Sigma®) para a atividade de FEH. O tempo de incubagéo foi de 1 h
para as atividades da SST e da FFT, 4 h para a atividade da invertase ¢ de 30 min para a
atividade da FEH.

Para a determinacdao das atividades da SST e da FFT, amostras das misturas de
incubagao foram diluidas 200X em agua deionizada e analisadas por cromatografia de troca
anionica de alta resolugdo e detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema

Dionex modelo DX-300, usando coluna CarboPac PA-1 (4 X 250 mm). A elui¢ao dos
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carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de
hidroxido de s6dio) e eluente B (500 mM de acetato de sodio em 150 mM de hidroxido de
so6dio) na seguinte programagao: 0 — 2 min, 25 mM; 2,1 — 8 min, 50 mM; 8,1 — 10 min, 350
mM; 10,1 — 12 min, 500 mM; 12,1 — 17 min, 25 mM. Os potenciais aplicados para E1 (480
ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente, ¢ o fluxo aplicado
foi de 1 mL min™'. As atividades da SST e da FET foram determinadas pelas areas dos picos
da 1-cestose e da nistose, respectivamente, utilizando-se padrdes externos. A atividade de
FEH foi determinada pela quantidade de frutose liberada na mistura de incubagdo, por
quantificag¢do do agucar redutor (Somogyi 1945), utilizando frutose (Sigma®) como padrao.
Para a determinagdo da atividade da invertase, as misturas de incubagao foram diluidas
100X em agua deionizada e analisadas por HPAEC/PAD em sistema Dionex modelo DX-
300, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (4 X 250 mm) e programa isocratico de 100 mM de
hidroxido de soédio. Os potenciais aplicados para E1 (480 ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms)
foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente, € o fluxo aplicado foi de 1 mL min™. A atividade

de invertase foi determinada pela 4rea do pico da frutose, utilizando-se padrao externo.

Extracéo de carboidratos solUveis

Amostras de rizoforos previamente congeladas em nitrogénio liquido foram
liofilizadas até a secura, pulverizadas em almofariz e submetidas a fervura por 5 min em
etanol 80% para inativacao das enzimas. Em seguida, os homogeneizados foram mantidos em
banho-maria a 80°C por 15 min e centrifugados por 15 min a 1000 g, em temperatura
ambiente. Os precipitados foram re-extraidos mais duas vezes em etanol 80%, a 80°C. Os
residuos finais foram submetidos duas vezes a extracdo em agua por 30 min a 60°C e filtrados
a vacuo em tecido de algoddo. Os sobrenadantes da extracdo etanodlica e os filtrados foram
reunidos e concentrados em evaporador rotatério a 40°C. O extrato final de frutanos totais foi

submetido a precipitacdo a frio com trés volumes de etanol comercial, para separacdo das
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fragoes de fruto -oligo e -polissacarideos. A seguir, foram centrifugados a 700 g por 20 min a
5°C. Os precipitados foram ressuspendidos em agua e constituiram as fragcdes de fruto-
polissacarideos, e os sobrenadantes foram concentrados em evaporador rotatorio a 40°C até
elimina¢do do etanol e constituiram as fragcdes de fruto-oligossacarideos (Carvalho et al.

1998).

Analise quantitativa dos carboidratos solaveis
O conteudo de frutanos foi estimado pelo teor de frutose total nas fragdes de fruto-
oligossacarideos e fruto-polissacarideos separadamente, pelo método de antrona modificado,

especifico para cetoses (Jermyn 1956), utilizando-se frutose (200 pg mL™") como padrio.

Andlise qualitativa dos carboidratos soluveis

A analise qualitativa foi realizada nos extratos de frutanos totais e nas fragdes de fruto-
oligossacarideos. Amostras constituidas de aliquotas equivalentes de cada uma das trés
replicatas foram submetidas a deionizagdo em colunas de troca idnica (10 X 1) contendo
resinas nas formas cationicas (Dowex 50 X 40 X 200) e anionica (Dowex 1 X 8 — 200)
(Carvalho & Dietrich 1993). Em seguida foram filtradas em membranas de 0,45 pm e
analisadas por cromatografia de troca anionica de alta resolucdo com detec¢ao por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS 3000 utilizando coluna
CarboPac PA1 (2 X 250 mm). Os fruto-oligossacarideos foram analisados na concentragao de
400 ug mL™ e os frutanos totais, na concentragio de 4 mg mL™', em equivalentes de frutose.
O gradiente para separagdo dos componentes da série homologa da inulina foi estabelecido
misturando-se o eluente A (150 mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato
de sodio em 150 mM de hidréxido de sédio) na seguinte programagado: 0 — 2 min, 25 mM; 2,1

— 8 min, 50 mM; 8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500 mM; 30,1 — 35 min, 25 mM. Os
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potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,2 s, 0,41 — 0,6 s, 0,61 — 1 s foram de 0,05, 0,75 e -

0,15, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 0,250 mL min™".

Extracdo de parede celular

A extragdo da parede celular foi realizada com base na metodologia descrita por Braga
et al. (1998). Os residuos obtidos apds a extragdo aquosa de carboidratos dos rizoforos foram
pesados e homogeneizados em tampao fosfato de potassio 500 mM, pH 7,0 a 5°C. Apds
centrifugacdo a 1000 g, por 5 min, o residuo foi recolhido e seqiiencialmente lavado duas
vezes com agua destilada gelada, duas vezes com cloroformio:metanol (1:1 v/v), trés vezes
com acetona e trés vezes com éter etilico. Apos as lavagens, o residuo do material foi levado a
estufa por 24 h, a 50°C, para secagem. Esse material foi considerado como paredes celulares
brutas, sendo seu rendimento estimado por gravimetria, em relacdo a massa inicial de

riz6foros.

Analise de monossacarideos neutros por HPAEC/PAD

Cinco miligramas da parede celular bruta foram incubados com 50 pL de acido
sulfurico 72%, por 30 min a 30°C. O 4cido foi diluido a 4% com éagua destilada e autoclavado
por 1 h a 121°C. Apds neutralizagdo com hidroxido de s6dio o material foi centrifugado a
1000 g, por 5 min e o sobrenadante foi liofilizado e solubilizado em agua destilada. Os
monossacarideos neutros obtidos apds a hidrélise foram analisados por HPAEC/PAD em
sistema Dionex modelo ICS 3000, utilizando coluna CarboPac PA-1 e programa isocratico de
9 mM de hidroxido de sodio. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,2 s, 0,41 — 0,6 s, 0,61
— 1 s foram de 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™. Os
perfis foram identificados através da compara¢do com os tempos de retencdo de padrdes de

monossacarideos comerciais.
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Analise da dgua de lavagem dos rizéforos (Exsudacao)

Apods a retirada das plantas dos vasos, os rizéforos e a terra aderida a eles foram
lavados com agua destilada com o auxilio de uma piseta. A dgua de lavagem foi filtrada em
papel de filtro para a remogao da terra, liofilizada, ¢ o material obtido foi solubilizado em 2
mL de agua deionizada. O conteudo de frutanos foi estimado pelo teor de frutose total pelo
método de antrona modificado, especifico para cetoses (Jermyn 1956), utilizando-se frutose
(200 ug mL™") como padrio. As analises foram feitas em triplicata e cada amostra representou
a agua de lavagem de 3 plantas retiradas do mesmo vaso.

Amostras na concentragio de 100 pg mL™, em equivalentes de frutose, foram
analisadas em HPAEC/PAD, sistema Dionex modelo ICS 3000 O gradiente foi estabelecido
misturando-se o eluente A (150 mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato
de s6dio em 150 mM de hidréxido de sddio) com a seguinte programag¢do: 0 — 2 min, 25 mM;
2,1 — 8 min, 50 mM; 8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500 mM; 30,1 — 35 min, 25 mM.
Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,2 s, 0,41 — 0,6 s, 0,61 — 1 s foram 0,05, 0,75 e -

0,15, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™.

Analise dos dados

Para a analise dos dados foi utilizada a estatistica descritiva, calculando-se o erro
padrao entre as médias obtidas. Os dados de crescimento, biomassa, fotossintese e producao
de frutanos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Todo e qualquer contraste
entre as médias foram avaliados pelo teste t de Student em niveis de significancia de 5, 1 ou
0,1% de probabilidade. Foi utilizado o pacote estatistico WinSTAT for Excel, versao 2001.1,
Robert Fish.

O efeito do tratamento em elevada concentragdo de CO, foi calculado em

porcentagem, de acordo com a seguinte formula:
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Efeito CO; (%) = (Kelevado X 100) — 100,
Mambiente
onde
Melevado € O valor obtido nas plantas submetidas a atmosfera enriquecida € Hampiente € O

valor obtido pelas plantas mantidas sob atmosfera ambiente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento e alocacdo de biomassa

As plantas submetidas a atmosfera enriquecida em CO, apresentaram, em geral,
maiores comprimentos do ramo quando comparadas as plantas controle (figura 5). Os valores
obtidos nas plantas tratadas ja foram maiores desde o inicio do tratamento, cerca de 32% aos
15 dias, atingindo a diferenca maxima de 40%, aos 90 dias de tratamento. Resultado
semelhante foi observado por Poorter (1993) em um levantamento na literatura entre 156
espécies vegetais, no qual as espécies tratadas apresentaram alturas 37% maiores do que as
plantas controle.

Nos primeiros 30 dias de tratamento, o nimero de folhas ndo foi diferente entre as
plantas tratadas e controle (figura 5). Entretanto, aos 60 e¢ 90 dias, as plantas tratadas
apresentaram valores 22% maiores que os obtidos nas plantas mantidas em atmosfera
ambiente. Aos 120 dias, as plantas controle apresentaram valores superiores aos das plantas
tratadas. Esse resultado ¢ conseqiiéncia da perda de folhas das plantas submetidas a atmosfera
enriquecida em CO,, ndo observada nas plantas controle.

Com relagdo a area foliar, as folhas das plantas mantidas a 720 ppm de CO;
apresentaram, em geral, valores mais elevados quando comparadas as plantas mantidas em
atmosfera ambiente. Esse resultado refletiu, juntamente com os obtidos em numeros de
folhas, em maior 4rea foliar total das plantas tratadas, principalmente ao final do tratamento,
quando esse valor foi 26% maior do que o encontrado nas plantas controle (figura 5). O
aumento na area foliar em plantas submetidas a concentragdes elevadas de CO, pode ser
atribuido a mudangas nas caracteristicas anatomicas foliares como maior quantidade de
células (Taylor et al. 1994, Gardner et al. 1995), ao aumento de tamanho da célula (Ferris &

Taylor 1994) ou a combinacdo de ambos (Ranasinghe & Taylor 1996).



Resultados e discussdo 31

cm

cm? planta™

Comprimento do ramo N° de folhas

35 4 14 F3

N° de folhas planta™

0 15 30 60 90 120

Area foliar total Area foliar unitaria
180 +

150

120

O
o
cm? folha

60

30

0 15 30 60 90 120 0 15

Dias apds o inicio do tratamento

Figura 5. Comprimento do ramo, niimero de folhas, area foliar total e area foliar unitaria de
plantas mantidas em concentragdes ambiente (~380 ppm [] ) e elevada (~720 ppm ) de
CO,por 0 ( M), 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Os valores representam a média de 15 plantas e as

barras indicam =+ o erro padrio. * P<0,05; ** P<0,01.

Alteragdes na altura, nimero de folhas, area foliar individual e area foliar total sdo
comuns em estudos sobre o efeito do elevado CO, nas plantas. Pritchard et al. (1999),
revisando a literatura sobre o efeito da concentracdo elevada de CO, atmosférico no
crescimento vegetal, verificaram que 58% das espécies analisadas apresentaram aumento na
area foliar individual e que dentre estas, as herbaceas selvagens, ndo cultivadas, exibiram um
aumento de 15% na éarea foliar, inferior, portanto, ao verificado no presente estudo com

plantas de V. herbacea.
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Os valores de massa seca da parte aérea (caule e folhas) foram mais elevados durante
todo o periodo de cultivo em plantas submetidas a atmosfera enriquecida de CO, (figura 6), e
apresentou diferencas significativas entre o tratado e o controle aos 90 e 120 dias.

Observa-se que nao houve diferenca na massa seca dos rizoforos entre as plantas
tratadas e controle até os 60 dias de experimento (figura 6). Entretanto, aos 90 e 120 dias, as
plantas tratadas apresentaram um aumento na biomassa desse 6rgao que, aos 120 dias, foi
47% maior do que o encontrado nas plantas controle. O ganho de biomassa verificado em
plantas de V. herbacea foi, portanto, maior que o encontrado para a biomassa dos orgaos
subterraneos de beterraba (26%) (Demmers-Derks et al. 1998) e cenoura (19%) (Wheeler et
al. 1994) cultivadas sob alto CO,.

A biomassa de raizes foi baixa até os 30 dias, aumentando em ambos os grupos de
plantas a partir dos 60 dias, porém, mais acentuadamente nas plantas tratadas. Nestas, a
biomassa de raizes foi significativamente mais elevada aos 120 dias.

Quando avaliados os valores de biomassa seca da planta inteira, observou-se
claramente que ambos os lotes de plantas apresentaram um ganho de biomassa durante o
periodo do experimento compativel com o crescimento das plantas. Até os 60 dias, ndo houve
diferencas significativas entre a biomassa de plantas tratadas e controle. Entretanto, a partir
dos 90 dias as plantas tratadas passaram a apresentar diferencas significativas de biomassa,

atingindo, aos 120 dias, um valor 42% mais elevado do que o encontrado nas plantas controle.
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Figura 6. Variagdes na biomassa seca e nas razdes rizoforo:parte aérea (R:PA) e parte
subterranea total:parte aérea (PS:PA) de plantas mantidas em concentragdes ambiente
(~380 ppm [ ) e elevada (~720 ppm ) de CO,por0 ( M ), 15, 30,60, 90 e 120 dias.
Os valores representam a média de 15 plantas e as barras indicam + o erro padrdo. * P<0,05;

** P<0,01; *** P<(0,001.
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A razido rizoforo:parte aérea (R:PA), bem como a razdo parte subterranea total:parte
aérea (PS:PA) foram superiores a 1,0 em todo o periodo experimental, refletindo valores de
biomassa subterranea mais elevados que os de 6rgaos aéreos. Observou-se também que essas
razdes foram maiores nas plantas controle do que nas plantas tratadas (figura 6). Entretanto,
aos 120 dias, as duas razdes foram maiores nas plantas tratadas do que nas plantas mantidas
em atmosfera ambiente de CO,, refletindo o maior ganho de biomassa subterranea em relagao
a biomassa aérea. Relatos sobre alteragdes na PS:PA em plantas expostas a elevada
concentragdo de CO; sdo freqiientemente encontrados na literatura e demonstram mudanga na
relag@o fonte - dreno entre esses 6rgaos sob essa condigdo ambiental (Pritchard et al. 1999).

Os resultados obtidos demonstraram claramente um maior acimulo de biomassa nos
orgaos subterraneos de reserva em plantas submetidas a atmosfera enriquecida de CO, apos
90 dias de tratamento. Resultado semelhante foi observado por Miglietta et al. (1998), que
detectaram maior alocacdo de biomassa na parte subterranea em plantas de Solanum
tuberosum L. submetidas a altas concentra¢des de CO, devido, principalmente ao aumento do
numero de tubérculos. Segundo Jang & Sheen (1994), o aumento do suprimento de sacarose
para a planta, observado sob elevado CO,, favorece o aumento da capacidade de iniciacdo,
crescimento e respiracdo de oOrgdos drenos, através do aumento da expressdo de genes
relacionados a esses processos. Em V. herbacea crescimento superior dos rizoforos de plantas
tratadas ¢ demonstrado exclusivamente pelo aumento de sua biomassa e volume,
diferentemente da batata, que apresenta varios tubérculos em uma sé planta e que, portanto,
apresenta aumento de biomassa e nimero de tubérculos sob alto CO».

A taxa de crescimento relativo (TCR), que representa o incremento da massa de
matéria seca em um dado periodo (figura 7), foi mais elevada nas plantas mantidas sob
atmosfera enriquecida de CO;, no inicio (0 - 15 dias) e nos dois ultimos periodos de

tratamento (60 - 90 e 90 - 120 dias).
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A taxa de assimilagdo liquida (TAL), que expressa a eficiéncia fotossintética em
termos de incremento de massa de matéria seca total produzida por area foliar e por unidade
de tempo ¢ apresentada na figura 7. Como a TCR, os valores de TAL apresentados pelas
plantas tratadas também foram superiores nos primeiros 15 dias e, em seguida, a partir dos 60
dias de tratamento até o final do periodo experimental. Além disso, as plantas de ambos os
lotes apresentaram uma diminui¢do marcante nos valores de TAL entre os 30 e 60 dias.

A razdo de area foliar (RAF), que representa a area foliar utilizada para produzir uma
unidade de massa de matéria seca total ¢ apresentada na figura 7. Durante a maior parte do
periodo experimental, as plantas mantidas a 720 ppm de CO, apresentaram valores mais
elevados de RAF, quando comparadas as plantas mantidas em atmosfera ambiente. Em ambos
os lotes de plantas, a RAF aumentou até os 30 dias, diminuindo em seguida até o final do
periodo analisado. Os valores mais elevados de RAF apresentados pelas plantas tratadas
foram obtidos até os 60 dias. Aos 120 dias, porém, a RAF das plantas tratadas foi inferior ao
das plantas controle. Esses dados refletem as variagdes de biomassa subterranea em relagdo a
biomassa aérea (R:PA e PS:PA) que mostraram um maior ganho proporcional de massa
subterranea aos 120 dias de cultivo sob alto CO; (figura 6).

Um dos componentes que mais contribuiu para o perfil observado da RAF foi a razao
de peso da folha (RPF). A RPF corresponde a razdo entre o peso da matéria seca retida nas
folhas e o peso de matéria seca acumulada na planta inteira. Ambos os lotes apresentaram
perfis de variagdo de RPF semelhantes. Porém as plantas tratadas apresentaram RPF mais
elevadas durante a maior parte do periodo experimental. Os valores de RPF aumentaram até
os 30 dias, permaneceram estaveis até os 60 dias e diminuiram em seguida, até os 120 dias.
Semelhantemente a RAF, o valor final da RPF em plantas tratadas foi inferior ao de plantas
controle e, como a RAF, refletiu a maior alocacdo de biomassa nos 6rgaos subterrdneos ao

final do periodo de exposicdo ao alto CO,.
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Figura 7. TCR (taxa de crescimento relativo), TAL (taxa de assimilacdo liquida), RAF (razao da area
foliar) e RPF (razdo do peso da folha) em plantas de V. herbacea mantidas em concentragdes ambiente

(~380 ppm W )¢ elevada (~720 ppm <> ) de CO..

Conforme Pritchard et al. (1999), a diminui¢do da RAF e da RPF sugere que as
plantas alocaram menos carbono para a produgdo de area foliar, especialmente em plantas
mantidas em concentracdo elevada de CO,. Os resultados obtidos com V. herbacea indicam
que a partir dos 60 dias, aproximadamente, as plantas apresentaram maior alocagdo de
biomassa para os 6rgdos subterraneos de reserva do que para os 6rgaos aéreos € que esta

alocagdo foi mais acentuada nas plantas mantidas em concentragao elevada de CO,.
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Fotossintese

As plantas mantidas em atmosfera ambiente de CO, apresentaram pequenas variagdes
na fotossintese durante todo o experimento (figura 8). As plantas tratadas apresentaram taxas
fotossintéticas mais elevadas durante todo o periodo experimental, com valores
estatisticamente diferentes aos 30, 60 e 120 dias, quando apresentaram valores de 87%, 72% e
63% maiores em relacdo as taxas apresentadas pelas plantas controle nos mesmos periodos
(figura 8). Aos 15 e 30 dias houve um aumento da taxa, em relagdo ao tempo 0, seguido de
uma pequena queda aos 60 dias apds o que se manteve estavel até os 120 dias. Esta
diminui¢do ocorreu possivelmente devido a aclimatacdo fotossintética ou “down-regulation”,
definida por Stitt (1991) como um conjunto de processos fisiologicos que causam diminui¢ao
da capacidade fotossintética em plantas sob altas concentragdes de CO,, comum em plantas
C3, como é o caso de V. herbacea.

Existem dois mecanismos para a diminui¢do da fotossintese pela elevada concentracao
de CO;. O primeiro mecanismo ocorre pela inibigdo da expressdo dos genes relacionados a
fotossintese, particularmente aqueles que codificam a sintese da Rubisco, causada pelo
acumulo dos agucares (principalmente a sacarose) nas folhas (Stitt 1991, Koch 1996, Farrar et
al. 2000, Long et al. 2004). Esse mecanismo ¢ geralmente encontrado em folhas jovens e leva
a aclimatacdo das plantas pela elevada concentracdo de CO,. O segundo mecanismo se da
pela aceleracdo da ontogenia e uma antecipacdo da iniciagdo da senescéncia foliar (Miller et
al. 1997, Kauder et al. 2000, Ludewig & Sonnewald 2000, Usuda 2006).

A aclimatagdo da fotossintese, sugerida a partir dos resultados obtidos neste estudo,
pode ter ocorrido devido ao aumento da concentracdo de sacarose nas folhas. Apesar de ndo
ter sido quantificado no presente estudo, o aumento no contetido de sacarose em folhas
concomitante a diminuigdo da fotossintese foi observado em plantas de V. herbacea

submetidas a fertilizagdo com nitrogénio (Cuzzuol 2003). A atmosfera enriquecida de CO,,
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aliada ao suprimento adequado de agua e nutrientes, estimulou a fotossintese e possivelmente
levou ao aumento da concentragdo de sacarose nas folhas, levando a aclimatagao
fotossintética em plantas de V. herbacea, como sugerido acima.

As plantas mantidas em concentragdo ambiente de CO, apresentaram, em geral, taxa
de transpiracdo e condutincia estomatica mais elevadas do que as plantas tratadas (figura 8).
Taxa de transpiracdo elevada e uma menor taxa fotossintética resultou em uma menor
eficiéncia do uso da agua (EUA) nas plantas controle. A EUA, nas plantas mantidas em
atmosfera enriquecida de CO,, apresentou diferencas estatisticas em todos os pontos
analisados, que variaram de 50% a 177% em relagdo as plantas mantidas em atmosfera
ambiente.

Previsdes indicam que o aumento da concentracdo de CO, atmosférico levara a
mudangas nos padrdes de precipitagdo e aumento do déficit hidrico no solo em areas extensas
do planeta (Baker et al. 1997, Naumburg et al. 2004, IPCC 2007), que por sua vez levardo a
mudangas na composi¢do da vegetacdo. No Brasil, prevé-se que haverd uma substitui¢ao de
parte da Floresta Amazonica por cerrado (IPCC 2007), bioma marcado por duas estagdes bem
definidas — verdo chuvoso e inverno seco — (Coutinho 2002). Nessas condigdes, plantas que
apresentem adaptacdes a baixa disponibilidade de 4gua, entre elas maior EUA, serdo melhores
adaptadas as condi¢des previstas. Os resultados sobre a EUA em plantas tratadas sugerem que
V. herbacea, uma espécie que em atmosfera ambiente ja possui adaptagdes a baixa
disponibilidade de 4gua, como a presenca de Orgdos de reserva subterrdneos com
concentragdo elevada de frutanos, podera ter um maior sucesso adaptativo as novas condigdes

hidricas sob condi¢des de elevado COs,.
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Figura 8. Assimilacdo fotossintética, transpiracdo, condutancia estomatica e eficiéncia do uso da agua
(EUA) a 450 pmol m™ s' de folhas de V. herbacea mantidas em concentragdes ambiente
(~380 ppm []) e elevada (~720 ppm yde CO, por 0 ( I ), 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Os
valores representam a média de 7 plantas e as barras indicam =+ o erro padrao. * P<0,05; ** P<0,01;

*a%k P<0,001.

Também tem sido relatado que o aumento da EUA e da fotossintese, pela elevada
concentragdo de CO,, leva a um acumulo de matéria seca em trigo e canola (Lawlor &
Mitchel 2000, Qaderi et al. 2006). Resultados semelhantes foram observados em plantas de V.
herbacea submetidas ao alto CO,, nas quais a EUA, a fotossintese ¢ a biomassa foram mais
elevadas do que nas plantas controle (figuras 6 e 8).

Virios estudos relatam que o crescimento em elevado CO, altera as caracteristicas

estomaticas e que esse fato estaria relacionado com a menor condutancia estomatica e taxa de
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transpiragdo, encontradas nestas plantas. Segundo Murray (1995), as mudangas na
condutancia estomatica e na EUA em plantas mantidas sob elevada concentragdo de CO; seria
resultado do ajustamento na abertura dos estomatos. Embora esse parametro ndo tenha sido
analisado no presente trabalho, 0 mesmo efeito pode ter ocorrido em plantas de V. herbacea

mantidas sob essas condigoes.

Conteudo de clorofila

Plantas mantidas em concentragdo ambiente de CO, apresentaram durante todo o
periodo experimental maiores teores de clorofila total e de clorofilas a e b do que plantas

mantidas sob atmosfera enriquecida em CO, (figura 9).

Clorofila total
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Figura 9. Concentragdo de clorofila a, b e total em folhas de plantas de V. herbacea mantidas em
concentragdes ambiente (~380 ppm [ ) e elevada (~720 ppm )de CO, por 0 ( I ), 15, 30, 60,

90 e 120 dias.Os valores indicam a média de dez amostras e as barras indicam + o erro padrao.
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Qaderi et al. (2006) verificaram, em Brassica napus mantidas sob concentragdes
elevadas de CO,, a ocorréncia de taxas relativamente altas de assimilagdo fotossintética,
acompanhadas de conteudos elevados de clorofila, quando comparadas as plantas mantidas
sob concentracdo ambiente de CO,, sugerindo que a maior disponibilidade de CO, promoveu
a produgdo dessas moléculas fotossintéticas. Entretanto, o mesmo ndo foi verificado em
plantas de V. herbacea submetidas a atmosfera enriquecida em CO,. Nessas plantas, o
aumento da taxa fotossintética (figura 8) ndo foi acompanhado por aumento do contetido de
clorofila.

Segundo Lambers et al. (1998), aumento na concentragdo de clorofila, em especial a
clorofila a, indica maior investimento na forma¢do do fotossistema II. Os resultados obtidos
com V. herbacea sugerem que as plantas tratadas, mesmo apresentando uma maior eficiéncia
fotossintética, investiram menos na formacdo do aparato fotossintético do que as plantas

controle.

Conteudo de parede celular e celulose

Os dados da figura 10 mostram os rendimentos de parede celular, em porcentagem de
matéria seca, dos residuos obtidos apos a extragdo de frutanos de rizoforos de V. herbacea em
concentragdes ambiente e elevada de CO,. O maior rendimento de parede celular foi
observado aos 15 dias apds o inicio do tratamento. As plantas tratadas apresentaram, em
geral, valores pouco superiores aos observados para as plantas controle, sendo a maior
diferenga observada aos 60 dias.

Em relacdo a porcentagem relativa de celulose, observou-se um aumento ao longo do
periodo experimental, principalmente nas plantas controle (figura 11). Diferencas entre lotes
de plantas s6 foram observadas aos 15 e 30 dias apos o inicio do tratamento, com maior
proporcdo de celulose nas plantas mantidas sob elevado CO,. Esses resultados sugerem que o

carbono assimilado pela fotossintese, especialmente aos 30 dias, foi preferencialmente
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direcionado para a sintese de carboidratos estruturais, uma vez que ndo foi verificado neste
periodo, acimulo diferencial de frutanos. A redugdo na porcentagem relativa de celulose aos
60 dias deve-se, possivelmente, ao aparecimento de novos rizoéforos, ou seja, tecidos mais

jovens que apresentam menor quantidade relativa de celulose.
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Figura 10. Rendimento de parede celular em rizoforos de V. herbacea mantidas em concentragdes
ambiente (~380 ppm [ ) e elevada (~720 ppm ) de CO,. Os valores indicam a média de trés

amostras.

Embora existam relatos de que o aumento de CO, atmosférico pode promover um
aumento de celulose da parede celular (Buckeridge & Aidar 2002, Aranda et al. 2006), no
presente estudo, este aumento s6 foi observado no inicio do experimento, devido,
provavelmente, a um maior investimento na produgdo e crescimento de células neste periodo

do que no acimulo de reservas.
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Figura 11. Porcentagem relativa de celulose presente nas paredes celulares de rizéforos de plantas de
V. herbacea mantidas em concentragdes ambiente (~380 ppm []) e elevada (~720 ppm ) de CO,.

Os valores indicam a média de trés amostras e as barras indicam * o erro padrio.

A andlise da composicdo dos monossacarideos da parede celular bruta ¢
apresentada na figura 12. Na detec¢do dos acucares por HPAEC/PAD, ndo foi possivel a
separagdo da xilose e da manose, sendo esses dois monossacarideos representados como um

unico pico, que nesse trabalho sera denominado xilose/manose.
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Figura 12. Proporcdo relativa (%) dos monossacarideos neutros da parede celular dos rizéforos
de plantas de V. herbacea mantidas em concentracdes ambiente (~380 ppm [ ) e elevada
(~720 ppm ) de CO; ap6s analise por HPAEC/PAD dos hidrolisados. Fuc — fucose, Ram —
ramnose, Ara — arabinose, Gal — galactose, Glc — glucose, Xil/Man — xilose/manose nao

separados na andlise. Os valores indicam a média de trés amostras e as barras indicam * o erro

padrao.
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Durante todo o periodo experimental, ndo foram observadas diferengas significativas
na composi¢ao dos polissacarideos de parede celular entre as plantas tratadas e controle. Pela
composi¢ao em monossacarideos, polissacarideos formados por xilose, glucose e galactose,
parecem ser predominantes nos riz6foros de V. herbacea e devem compor xiloglucanos,
comumente encontrados em paredes celulares de dicotiledoneas (Carpita & Gibeaut 1993) e
xilanos ja descritos em orgdos subterraneos de espécies de cerrado (Figueiredo-Ribeiro et al.

1992).

Atividades das enzimas SST, FFT, FEH e invertase

As atividades da SST e FFT foram, em geral, mais elevadas nas plantas tratadas do
que nas plantas controle (figura 13). A atividade da SST foi mais elevada principalmente aos
15 dias e novamente aos 90 ¢ 120 dias. A atividade da SST ¢ induzida em condig¢bes onde ha
um aumento na concentragdo de sacarose, como por exemplo, em plantas submetidas a anoxia
(Albretch et al. 1993), baixa temperatura (Jeong & Housley 1990, Prud homme et al. 1993),
iluminagdo continua de folhas (Simmen et al. 1993, Person & Cairns 1994), alta irradiancia
(Cairns et al. 2000), exposicdo a seca (De Roover et al. 2000) e deficiéncia de nitrogénio
(Améziane et al. 1997, Wang et al. 2000). Os resultados indicam que em plantas mantidas sob
atmosfera enriquecida em CO,, parece haver um estimulo a sintese de frutanos a partir do
carbono excedente disponibilizado na forma de sacarose.

A atividade da FFT, enzima responsavel pela redistribuicdo dos residuos de frutose
entre as cadeias de frutanos de diferentes tamanhos, foi maior do que a atividade da SST em
ambos os lotes. Taxas de atividade mais elevadas para FFT, conforme detectado no presente
estudo ja foram relatados em estudos realizados anteriormente com V. herbacea (Asega &
Carvalho 2004, Portes & Carvalho 2006). Comparando-se os dois grupos de plantas, as
tratadas apresentaram, em geral, taxas de atividade de FFT superiores as observadas nas

plantas controle. Em V. herbacea, a atividade de FFT foi detectada em varias fases
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fenoldgicas da planta, como dorméncia, brotagdo e fase vegetativa (Asega & Carvalho 2004,
Portes & Carvalho 2006), indicando que esta enzima ¢ ativa tanto em fases em que o
metabolismo de frutanos estd voltado para a sintese, como em fases de mobilizagdo dessas
reservas. Isso porque nas fases de biossintese intensiva de frutanos, a atuacdo da FFT ¢
importante para catalisar o alongamento das cadeias. Por outro lado, durante a mobilizagdo, a
sua atuagdo ¢ favoravel ao encurtamento das moléculas, facilitando a atuacdo da FEH, que,
em geral, em asteraceas, ¢ mais ativa sobre cadeias mais curtas de frutanos (Asega &
Carvalho 2004).

Em plantas mantidas sob atmosfera ambiente de CO, foi observada uma tendéncia de
atividade mais elevada da FEH, principalmente aos 30 dias apds o inicio do experimento
(figura 13). Nesse periodo, as plantas controle apresentaram uma TCR mais elevada (figura
7), quando comparada a obtida nos demais tempos, sugerindo que o crescimento aéreo das
plantas controle impds uma maior demanda pelo uso das reservas de carbono, favorecendo o
aumento de atividade da FEH. O papel dessa enzima no metabolismo de frutanos é,
principalmente, mobilizar reservas quando a demanda energética da planta aumenta, como em
situacdes onde ¢ necessario o uso dessas reservas para o crescimento dos 6rgdos aéreos,
conforme verificado em varias espécies de Asteraceae, como Taraxacum officinale
(Rutherford & Deacon 1974), C. intybus (Van den Ende & Van Laere 1996) e Helianthus
tuberosus (Marx et al. 1997). Estudos realizados durante o ciclo fenologico em V. herbacea
mostraram que a FEH presente nos rizéforos apresenta atividade elevada apenas na época de
brotagdo (Ribeiro Sobrinho et al. 1996) e que esta enzima pode ser induzida, em outras fases
fenologicas, pela excisdo e rebrota de seus ramos aéreos (Asega & Carvalho 2004).

No presente estudo, as plantas mantidas sob alto CO, apresentaram atividades mais
elevadas de SST e atividades inferiores de FEH quando comparadas as plantas controle,
sugerindo que o aumento de atividade de biossintese de frutanos estaria associado ndo apenas

ao aumento da disponibilidade de fotossintatos para o 6rgdo de reserva, como também a
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diminui¢ao da mobiliza¢ao desses compostos pela FEH nessas plantas. Esses resultados estao
de acordo com a hipotese apresentada por Frehner et al. (1984) e discutida por Asega &
Carvalho (2004) sobre o controle temporal entre as enzimas do metabolismo de frutanos
presentes no mesmo compartimento celular, o vacuolo. Uma vez que as mudangas nas
atividades da SST e FEH estao sempre em diregdes contrarias, De Roover et al. (1999),
estudando a atividade dessas enzimas em plantas de C. intybus submetidas a desfolhagao,
sugeriram que os genes dessas enzimas sdo regulados pelo mesmo indutor, por exemplo, a
sacarose. O aumento da concentragdo desse dissacarideo poderia estimular o gene da SST e

inibir o gene da FEH.
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Figura 13. Atividades de SST e FFT apo6s 1 hora de incubagdo, de FEH apos 30 minutos de incubagao
e Invertase ap6s 4 horas de incubagdo em rizoforos de V. herbacea mantidas em concentragdes
ambiente (~380 ppm [ ) e elevada (~720 ppm ) de CO, por O ( H ), 15, 30, 60, 90 ¢ 120 dias.

Os valores indicam a média de trés amostras e as barras indicam =+ o erro padrio.
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A atividade da invertase foi, em geral, mais elevada nas plantas submetidas a
atmosfera enriquecida em CO, do que nas plantas controle, principalmente aos 30 ¢ 90 dias
apos o inicio do tratamento. Aos 30 dias, o aumento da atividade de invertase nas plantas
tratadas pode estar relacionado a maior disponibilidade de sacarose devido a maior taxa
fotossintética apresentada nesse periodo. O carbono excedente foi, aparentemente, utilizado
pela planta para crescimento da parte aérea (figura 6), que ocorreu anteriormente ao aumento
de biomassa e acimulo de frutanos.

Por outro lado, aos 90 dias, as plantas tratadas apresentaram maior TCR (taxa de
crescimento relativo) do que as plantas controle, sem apresentar, contudo, atividade elevada
de FEH, que desempenha, principalmente, o papel de mobilizar reservas quando a demanda
energética da planta aumenta, conforme discutido anteriormente. Sendo assim, a atividade
elevada de invertase nesse periodo pode ser conseqiiéncia do aumento da quantidade
disponivel de sacarose, que favoreceu o incremento da biomassa aérea e subterrdnea nesse

ponto amostrado (figura 6).

Conteado e producéo de frutanos

Na figura 14 sdo apresentados os contetdos de frutanos totais, fruto—oligo e
—polissacarideos. As concentracdes de frutanos totais foram semelhantes em ambos os grupos
de plantas e apresentaram pequenas varia¢des ao longo do periodo analisado.

O contetido de fruto-oligossacarideos também ndo apresentou, em geral, diferencas
entre os dois grupos de plantas e ao longo do periodo experimental, exceto aos 15 dias,
quando foi mais elevado nas plantas sob atmosfera enriquecida em CO,. O conteudo de
oligossacarideos mais elevado aos 15 dias coincidiu com a atividade mais elevada de SST,

quando comparado as plantas mantidas sob atmosfera ambiente (figura 13).
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Figura 14. Conteudo de frutano total, fruto-oligo e —polissacarideos em rizoéforos de V. herbacea
mantidas em concentragdes ambiente (~380 ppm [ ] ) e elevada (~720 ppm ) de CO, por 0
( [ | ), 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Os valores indicam a média de trés amostras e as barras indicam +

o erro padrio.

O contetido de fruto-polissacarideos apresentou um aumento gradual ao longo do
periodo experimental, consistente com o crescimento das plantas. Os resultados indicam que
os fotoassimilados translocados para o 6rgdo subterrdneo de reserva foram utilizados para a
manuten¢do da quantidade disponivel de fruto-oligossacarideos e no alongamento da cadeia
de frutanos, por acdo da enzima FFT, que apresentou aumento de sua atividade nos dois lotes
de plantas, especialmente aos 90 e 120 dias.

A analise dos fruto-oligossacarideos por HPAEC/PAD revelou a presenca de todos os

membros da série homologa da inulina, com grau de polimerizacdio (GP) méaximo de
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aproximadamente 23 nesta fra¢do, além da glucose, frutose e sacarose, tanto nas plantas
tratadas, como nas plantas controle, em todos os tempos analisados (figura 15). A analise
permitiu também a visualizagdo de algumas variagcdes na propor¢do dos componentes desta
fracao.

O perfil dos oligossacarideos presentes no inicio do experimento (tempo 0) mostrou
maior propor¢do de frutose e sacarose em relacdo aos demais componentes desta fragdo,
coerente com o esperado em rizoforos cuja reserva estd sendo mobilizada para o
estabelecimento da planta. O crescimento de novos ramos na fase de brotacdo estd associado a
hidrolise de frutanos pela FEH e, portanto, ao aumento da frutose livre e sacarose (Carvalho
& Dietrich 1993, Asega & Carvalho, 2004).

A partir dos 30 dias, observou-se um aumento na propor¢ao de oligossacarideos de GP
5-9, tanto nas plantas controle como nas tratadas. Essa distribuicao das cadeias foi mantida até

o final do experimento.
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Figura 15. Analise por HPAEC/PAD dos fruto-oligossacarideos de rizoforos de plantas de V. herbacea

mantidas em concentracdes ambiente (~380 ppm) e elevada (~720 ppm) de CO,. G — glucose, F —

frutose, S — sacarose, 1-C — 1-cestose, N — nistose, > 4 — frutanos com grau de polimerizagdo maior

que 4.
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Figura 16. Analise por HPAEC/PAD dos frutanos totais de rizoforos de plantas de V. herbacea
mantidas em concentracdes ambiente (~380 ppm) e elevada (~720 ppm) de CO,. G — glucose, F —

frutose, S — sacarose, 1-C — 1-cestose, N — nistose, > 4 — frutanos com grau de polimerizagdo maior

que 4.
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A figura 16 apresenta o perfil cromatografico por HPAEC/PAD dos frutanos totais no
tempo 0 e aos 30, 90 e 120 dias ap6s o inicio do tratamento. A distribuicdo das moléculas foi
semelhante nas plantas de ambos os lotes, embora as submetidas a atmosfera enriquecida em
CO; tenham apresentado uma tendéncia a formacdo de cadeias maiores, possivelmente em
decorréncia da maior atividade da FFT encontrada nestas plantas (figura 13).

Embora os dados de literatura demonstrem que a exposi¢do a atmosfera enriquecida
em CO, promove o crescimento ¢ o acimulo de carboidratos, dentre estes os carboidratos
ndo-estruturais, como frutanos em Lolium perenne (Isopp et al. 2000), trigo ¢ Poa alpina
(Smart et al. 1994, Baxter et al. 1997, Sild et al. 1999), o aumento da concentra¢do de
frutanos, por unidade de massa, ndo foi observado em plantas de V. herbacea mantidas nessas
condigoes.

As diferencas na produgdo de frutanos foram, entretanto, significativas quando
calculadas em relag@o a biomassa total de rizoforos. Neste caso, como o aumento de biomassa
desses orgaos foi estimulado pelo aumento de CO; (figura 6), a producdo de frutanos nessas
plantas, ao final do periodo de exposicao, foi 24% superior a verificada nas plantas controle
(figura 17). Com relagdo as duas fracdes analisadas, foram observados aumentos de 39% e
30% na producdo de fruto-polissacarideos e de fruto-oligossacarideos, respectivamente,
demonstrando claramente o efeito promotor do CO, na produgado de frutanos em V. herbacea.

Aumento da producdo de carboidratos sem aumento da concentracdo desses
compostos em plantas com orgaos subterraneos de reserva submetidas a concentracao elevada
de CO,, também foi observado em cenoura (31%), beterraba (21%) e batata (40%) (Wheeler
et al. 1994, Miglietta et al. 1998, Demmers-Derks et al. 1998). Esses autores verificaram que
o aumento na producdo de carboidratos ndo-estruturais dessas plantas mantidas nessas

condi¢des, foi devido, principalmente, ao incremento da biomassa subterranea.
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Figura 17. Producdo de frutano total, fruto-oligo e —polissacarideos em rizéforos de V. herbacea
mantidas em concentragdes ambiente (~380 ppm [] ) e elevada (~720 ppm ) de CO, por 0
( ), 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Os valores indicam a média de trés amostras e as barras indicam + o

erro padrdo. * P<0,05 e ** P<0,01.

Em plantas de V. herbacea, o aumento na produgdo de inulina foi verificado
anteriormente por Carvalho et al. (1998) ¢ Cuzzuol et al. (2003) em estudos sobre o efeito da
adubacdo nitrogenada no crescimento e na produgdo de frutanos. No primeiro caso, os autores
verificaram que o aumento foi diretamente relacionado ao tempo de cultivo das plantas e ndo
a fertilizagdo com nutrientes. Por outro lado, Cuzzuol et al. (2003) verificaram que plantas
com 12 meses de cultivo apresentaram rendimento maximo de 6 g por planta, com a aplicagao
de concentracdes elevadas de nitrogénio, correspondendo a um aumento de 100% em relagdo

as plantas controle. Portanto, tratamentos que visam ao aumento da biomassa dos rizéforos de
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V. herbacea promovem o aumento da produtividade nesta espécie, sem promover aumento no

conteudo de frutanos, como no caso das plantas submetidas a atmosfera enriquecida em CO,.

Exsudacéo de frutanos

Na figura 18 sdo apresentados os conteudos de frutose total na agua de lavagem dos
rizoforos de V. herbacea, por unidade de massa de matéria seca (A) ¢ fresca (B) dos rizoforos.
Conforme pode ser observado, a exsudagdo foi detectada em todos os pontos amostrados, em
ambas as condi¢des de cultivo. Entretanto, as plantas mantidas em elevada concentragdo de
CO; mostraram, em geral, tendéncia a valores mais elevados aos 15, 30 e 60 dias apds o inicio
do tratamento.

Pouco se conhece sobre a exsudagdo de frutanos em plantas que possuem orgaos
subterraneos de reserva. Cordeiro Neto et al. (1997), estudando a rizosfera de asteraceas
herbaceas, dentre estas V. herbacea, em uma area do cerrado de Moji-Guagu, SP, verificaram
que 87% dos fungos isolados possuem atividade inulinasica in vitro (Pessoni et al. 1999),
sugerindo que os 6rgdos subterraneos dessas espécies devem fornecer carbono na forma de

inulina para a microbiota associada a rizosfera dessa espécie.
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Figura 18. Conteudo de frutose total por massa seca (A) e fresca (B) dos rizoforos na dgua de lavagem
desses orgdos de V. herbacea mantidas em concentragdes ambiente (~380 ppm [ ) e elevada (~720
ppm ) de CO, por 0 ( [ | ), 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Os valores indicam a média de trés

amostras ¢ as barras indicam =% o erro padrio.

Analisando os exsudatos de rizoéforos de V. herbacea por HPAEC/PAD (figura 19),
verificou-se a presenca de l-cestose, nistose € os demais membros da série homologa da
inulina com grau de polimerizacdo > 4, principalmente aos 60, 90 e 120 dias. Entre os lotes,

nota-se que as plantas tratadas apresentaram cadeias mais longas do que as plantas controle.
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Figura 19. Analise por HPAEC/PAD dos exsudados de rizéforos de plantas de V. herbacea mantidas

em concentragdes ambiente (~380 ppm) e elevada (~720 ppm) de CO,. G — glucose, F — frutose, S —

sacarose, 1-C — 1-cestose, N — nistose, > 4 — frutanos com grau de polimerizagdo maior que 4.
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Relatos sobre a exsudacdo de carboidratos para o solo e seu aumento em atmosfera
elevada de CO; sugerem que a maior disponibilidade de carbono também leva a uma maior
deposigao junto a rizosfera (Lambers 1996, Hungate et al. 1997, Korner 2006).

No caso de V. herbacea, entretanto, ¢ importante salientar que alguns fungos
encontrados na sua rizosfera também possuem a capacidade de sintetizar inulina (R.A.B.
Pessoni, comunicacio pessoal). Desse modo, a ocorréncia da série homodloga apresentada na
figura 18 precisa ser mais bem analisada, para confirmar a procedéncia dos frutanos
encontrados na dgua de lavagem dos rizéforos. De qualquer modo, fica claro o efeito da
atmosfera enriquecida em CO,;, disponibilizando carbono para a microbiota associada aos

rizoforos de V. herbacea.
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CONSIDERACOES FINAIS

O cerrado ¢ o segundo maior bioma no territorio brasileiro, estando atras apenas da
floresta amazonica (Coutinho 2002). A vegetagdo do cerrado apresenta crescimento sazonal e
uma série de estratégias adaptativas para superar condi¢des adversas como o fogo, a seca e o
estresse nutricional caracteristico deste bioma. Parte das estratégias inclui a presenca massiva
de 6rgdos subterraneos espessados em plantas herbaceas que atravessam periodos de acimulo
de fotoassimilados durante o seu ciclo de desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988).

Dentre as espécies herbaceas do cerrado que possuem o6rgaos subterraneos de reserva,
destaca-se Vernonia herbacea devido ao seu elevado contetido de frutanos. Estudos foram
realizados com esta espécie com a finalidade de se conhecer as respostas do metabolismo de
frutanos frente a fatores ambientais adversos, como temperatura (Dias-Tagliacozzo et al.
1999, Portes & Carvalho 2006, Asega 2007), déficit hidrico (Dias-Tagliacozzo et al. 2004,
Garcia 2006) e disponibilidade de nutrientes (Carvalho et al. 1998, Cuzzuol et al. 2003,
Cuzzuol et al. 2005). Com o presente trabalho, buscou-se compreender como essa espécie
responde a elevagdo da concentracdo de CO, atmosférico.

Previsdes estimam que ainda nesse século os niveis atmosféricos de CO, estardo
proximos de 720 ppm (Houghton et al. 1996) e isso acarretara em mudangas nos padrdes de
precipitagdo e aumento do déficit hidrico no solo em areas extensas do planeta (Baker et al.
1997, Naumburg et al. 2004, IPCC 2007), que por sua vez acarretardo em mudangas na
composicdo da vegetacdo. No Brasil, prevé-se que havera uma substitui¢do de parte da
floresta amazonica pelo cerrado (IPCC 2007), bioma marcado por duas estagdes bem
definidas — verdo chuvoso e inverno seco — (Coutinho 2002). Nessas condigdes, plantas que
apresentem adaptagdes a baixa disponibilidade de dgua, entre elas maior eficiéncia do uso da
agua (EUA), serdo mais bem adaptadas as condi¢des previstas. Dentre estas, plantas de V.

herbacea sob a concentragdo de CO, atual ja apresentam adaptacdes a baixa disponibilidade
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de dgua e a temperaturas adversas, como por exemplo, a presenga de 6rgaos subterraneos de
reserva com concentragdes elevadas de frutanos. No presente trabalho, foi verificado que
plantas submetidas a atmosfera enriquecida em CO, apresentaram aumento da eficiéncia do
uso da agua (EUA), sugerindo um maior sucesso na adaptacdo as novas condigdes hidricas
sob elevado CO..

Lawlor & Mitchel (2000) e Qaderi et al. (2006) relataram que aumentos na EUA e na
fotossintese, pela elevada concentragdo de CO,, sdo acompanhados por um acumulo de
matéria seca. Plantas de V. herbacea submetidas ao alto CO, também apresentaram maiores
valores de EUA, fotossintese e biomassa do que plantas mantidas sob atmosfera ambiente. O
aumento de biomassa foi observado especialmente nos 6rgaos subterraneos de reserva a partir
dos 90 dias de tratamento.

Embora seja relatado na literatura que altas concentragdes de CO, promovem aumento
no conteudo de carboidratos ndo-estruturais em folhas de gramineas acumuladoras de frutanos
(Isopp et al. 2000, Smart et al. 1994, Baxter et al. 1997, Sild et al. 1999), o mesmo nao foi
verificado nos 6rgdos de reserva de V. herbacea. Entretanto, quando calculado em relagdo a
biomassa total dos rizoforos, o aumento da concentragdo de CO, promoveu um aumento na
produ¢do de inulina, principalmente na fracdo de fruto-polissacarideos, que ao final do
periodo de analise foi 39 % mais elevada do que nas plantas controle. Segundo Pollock
(1986), condi¢des promotoras do crescimento levam a redug¢do do conteudo de carboidratos.
Este efeito foi verificado em plantas de V. herbacea cujo crescimento foi induzido por
concentragoes elevadas de nitrogénio (Cuzzuol et al. 2003).

Aumento da produg@o por aumento de biomassa subterranea e ndo por aumento de
concentra¢cdo de carboidratos também foi verificado em cenoura, beterraba e batata (Wheeler
et al. 1994, Miglietta et al. 1998, Demmers-Derks et al. 1998) submetidas a concentragio

elevada de CO,.
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A exsudagdo de carboidratos e o efeito promotor do alto CO; neste processo t€m sido
amplamente discutidos na literatura (Lambers 1996, Hungate et al. 1997, Kérner 2006). No
presente estudo a ocorréncia de exsudagdo de frutanos por rizéforos de V. herbacea, bem
como o aumento da exsudagdo em plantas submetidas a atmosfera enriquecida de CO, foi
relatada pela primeira vez. Entretanto, como as condi¢des experimentais utilizadas nao
permitiram descartar a hipotese de sintese dos frutanos por microorganismos presentes na
rizosfera da planta, outros experimentos deverdo ser conduzidos em condi¢des assépticas para
confirmagao desses resultados.

Existe uma grande distancia entre experimentos realizados com plantas em atmosfera
enriquecida em CO; e a necessidade de se compreender e prever as respostas das plantas em
campo ou em seu bioma natural. Entretanto, isto ndo tem impedido tentativas de se utilizar
resultados experimentais obtidos a partir de modelos para prever cenarios futuros para plantas
em condi¢cdes ambientais desconhecidas. Os resultados deste estudo com uma espécie
herbacea de cerrado em condi¢des controladas demonstraram que o aumento da concentragdo
de CO, atmosférico exerceu um efeito positivo no crescimento e na produ¢do de frutanos
dessas plantas que poderd eventualmente ser aplicado no cenario futuro de aumento da
concentragdo de CO, atmosférico, para a vasta vegetacao herbacea acumuladora de frutanos

ocorrente neste bioma.
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