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RESUMO

COSTA, Lucas Cavalcante da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2019. Aspectos morfofisiolégicos e bioquimicos de plantas de arroz em
resposta a elevada concentragciao de didxido de carbono. Orientador: Dimas
Mendes Ribeiro. Coorientador: Agustin Zs6gon.

O aumento da concentragdo atmosférica de didxido de carbono [(CO2)] esperado para
os proximos anos tem despertado crescente interesse no conhecimento da fungao
deste gas como um sinal do ambiente envolvido na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento de plantas. Ao passo que os efeitos gerais do CO2 sobre o
metabolismo sao bastante explorados, o mecanismo de alteracdo no crescimento e
no metabolismo de plantas sob elevada [CO2] €, ainda, pouco compreendido. Nesse
contexto, o presente estudo avaliou as respostas morfofisiolégicas e metabdlicas de
plantas de arroz cultivadas sob elevada [CO2]. Em adigao, testou-se a hipétese de que
o etileno é o principal hormdnio modulador do crescimento e das principais alteragoes
no metabolismo de plantas de arroz crescendo sob elevada [CO2]. Os dados
evidenciaram que a limitagdo na atividade fotossintética em plantas de arroz sob
elevada [CO2] é de natureza difusiva e que esta relacionada com as alteragdes
observadas na anatomia e nos parametros biofisicos da folha. Por outro lado,
demonstrou-se que o crescimento de plantas de arroz sob elevada [CO:] é
acompanhado por alteragbes na regulagcdo de expressdo de genes associados a
expansao celular e ao metabolismo hormonal. Observou-se também que a elevada
[CO2] e o etileno, isoladamente, induzem o alongamento da parte aérea e inibem o
alongamento da raiz primaria em plantulas de arroz. Tais modificacbes séao
acompanhadas pelo aumento no numero de raizes adventicias, o que foi observado
em plantulas de arroz crescendo sob elevada [CO2]. Por fim, observou-se que a
elevada [CO] estimula a biossintese de etileno de maneira dependente da idade da
planta e que essa regulagao contribui 0 para maior ganho de biomassa durante o
crescimento vegetativo. Essa descoberta reforga, portanto, a hipétese de que nao
somente 0os maiores niveis, mas também a regulagdo temporal da biossintese de

etileno contribui para o desenvolvimento de plantas de arroz sob elevada [CO2].

Palavras-chave: Oryza sativa. Crescimento. Metabolismo primario. Etileno.



ABSTRACT

COSTA, Lucas Cavalcante da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2019.
Morphophysiological and biochemical aspects of rice in response to elevated
carbon dioxide concentration. Advisor: Dimas Mendes Ribeiro. Co-adviser: Agustin
Zs6gon.

The increase in atmospheric carbon dioxide concentration ([CO2]) expected for the
next few years has raised the interest of plant researchers in understanding the
function of this gas as an environmental signal involved in the plant growth and
development regulation. However, while the overall effects of CO2 on metabolism are
well explored, the mechanism underlying changes in plant growth and metabolism at
elevated [CO2] is still poorly understood. In this context, the present study evaluated
the morphophysiological and metabolic responses of rice at elevated [CO2] as well as
exploited the role of ethylene in the growth and metabolism in such environmental
condition. It has been demonstrated that the limitation of photosynthesis in rice plants
at elevated [CO>] is caused by a diffusive instead of a biochemical limitation. It has
also been shown that the growth of rice plants at elevated [CO»] is accompanied by
changes in the expression of genes associated with cell expansion and hormone
metabolism. In addition, the results indicated that either elevated [CO2] or ethylene
induce shoot elongation and inhibit primary root growth. Moreover, elevated [CO2] and
ethylene also interact to coordinate adventitious roots development in rice seedlings.
Finally, it was evidenced that elevated [CO2] stimulates the biosynthesis of ethylene in
an age dependent-manner and such event contributes to the higher biomass gain.
These data suggest that not only the higher levels of ethylene but also its temporal

biosynthesis regulation contributes to the development of rice plants at elevated [CO2].

Keywords: Oryza sativa. Growth. Primary metabolism. Ethylene.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A = taxa de assimilacdo liquida de CO2

BR = brassinosteroides

AFE = area foliar especifica

Ci = concentracéo intercelular de CO2

CoCl2 = cloreto de cobalto

DE = densidade estomatica

E = transpiracgao foliar

ETR = taxa de transporte de elétrons

Fo = fluorescéncia inicial

Fm = fluorescéncia maxima

FSIlI = fotossistema Il

Fy = fluorescéncia variavel

F./Fm = eficiéncia fotoquimica maxima do FSI//
GA = giberelina

IAA = auxina

Jmax = taxa maxima de transporte de elétrons
NPQ = coeficiente de extingdo nao-fotoquimico
Pr = taxa de fotorrespiragcéo da rubisco

gp = coeficiente de extingao fotoquimico

R4 = taxa de respiragao no escuro

TCR = taxa de crescimento relativo

TPU = utilizagao de triose fosfato

Vemax = velocidade maxima de carboxilagao
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INTRODUGAO GERAL

O grande desafio da agricultura para este século € encontrar uma maneira de
dobrar a produgao mundial de alimentos para atender as demandas do crescimento
populacional esperado (Cohen, 2003; Parfitt et al., 2010; Alexandratos e Bruinsma,
2012; Long et al., 2015). Somado a essa expectativa, as mudangas climaticas tém
tornado esse objetivo ainda mais desafiador (Reddy et al., 2010; Furbank e Sage,
2016). Nesse contexto, o rapido e continuo aumento na concentragdo atmosférica de
diéxido de carbono ([CO2]) tem sido apontado com um dos principais agentes
envolvidos nas alteragdes no clima global (Qaderi e Reid, 2009; IPCC, 2013; NASA,
2014). Desde o periodo pré-industrial, por exemplo, a [CO2] aumentou mais de 40%,
excendendo o nivel de 400 ppm nos dias atuais, com projec¢ao de alcangar 670 ppm
nos proximos 30 anos (IPCC, 2013). Por outro lado, o CO2também constitui o principal
substrato da atividade fotossintética, sendo, por sua vez, um importante fator
envolvido na producgao global de alimentos (Long et al., 2004; Ainsworth e Long, 2005;
Leakey et al., 2009). Dessa forma, tendo por objetivo aumentar a produgao de
alimentos diante de um cenario de mudangas climaticas globais, € importante
compreender as consequéncias do aumento da [CO2] sobre o crescimento e o
metabolismo das principais culturas agricolas.

Como principal enzima envolvida na fotossintese, a Ribulose - 1,5 - bisfosfato
carboxilase/oxigenase (RubisCO) é bastante sensivel ao aumento da [CO2]
(Ainsworth e Long, 2005). Por possuir atividade tanto carboxilase (CO2) quanto
oxigenase (O2), o produto final da RubisCO é dependente das concentragdes de CO»
e O2 no sitio catalitico da enzima (Ainsworth et al., 2008). Nesse contexto, apesar da
RubisCO apresentar maior afinidade por CO2 do que por O2, a concentragéo atual de
Oz é cerca de 500 vezes maior (21%) do que a concentragao de CO2 (0,04%) (IPCC,
2013), o que limita grandemente a atividade carboxilase (Ainsworth e Long, 2005).
Dessa forma, por suplementar com o substrato concorrente ao O2, a elevada [CO3]
inibe competitivamente a atividade oxigenase, aumentando, portanto, a atividade
carboxilase da RubisCO (DaMatta et al., 2016; Liu et al., 2016). A atividade oxigenase
da Ribulose-1,5-bisfosfato pela RubisCO é denominada de fotorrespiragéo e envolve
grande perda de esqueleto de carbono (Walker et al., 2016). Esse evento é observado

em plantas do metabolismo tipo C3, as quais ndo possuem mecanismo concentrador
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de CO., e, portanto, estdo diretamente acopladas as variagées da [CO2] (Kimball,
2016). Assim, considerando tais observacdes, espera-se que a fotossintese de
plantas C3 responda positivamente ao aumento da [CO3], favorecendo maior ganho
de biomassa e taxa de crescimento relativo (Makino e Mae, 1999; Ainsworth et al.,
2008).

O efeito da elevada [CO2] sobre a fotossintese nao é suficiente para explicar
totalmente as respostas observadas no crescimento e desenvolvimento de plantas
sob tal condigdo atmosférica (Taylor et al., 2001; Thilakarathne et al., 2015). Nesse
sentido, diversos estudos tém mostrado alteragdes no crescimento e fenologia em
plantas sob elevada [CO2], principalmente como resultado de mudancas na atividade
dos meristemas apicais e laterais (Pritchard et al., 1999; Drake et al., 1997; Miller et
al., 1998; Ainsworth et al., 2002; Kimball, 2016). Aliado a essas mudangas, 0s
hormdnios vegetais parecem desempenhar papel fundamental na coordenagao do
desenvolvimento de plantas sob elevada [CO2] (Wei et al., 2013). Teng et al. (2006)
investigaram os efeitos da elevada [CO2] na biossintese de hormdnios usando como
modelo Arabidopsis thaliana e observaram que houve incremento significativo na
concentragao de acido indol-3-acético, acido giberélico e citocinina sob elevada [CO2].
Além disso, genes relacionados a sintese e transporte de auxinas, citocininas e
giberelinas foram positivamente regulados sob elevada [CO2] (De Souza et al., 2008;
Gupta et al., 2005; Taylor et al., 2005; Wei et al., 2013). Diferentemente, estudos
recentes demonstraram que o crescimento de plantas de tomate (Gasparini et al.,
2019) e Arabidopsis thaliana (Ribeiro et al.,, 2012) sob elevada [CO2] ocorre
independentemente dos niveis de giberelinas nas plantas. Por outro lado, em plantas
de arroz, a elevada [CO2] aumentou os niveis de etileno em relagdo aos niveis
observados em plantas sob [CO2] ambiente (Seneweera et al., 2003). No entanto,
apesar da evidéncia de que a elevada [CO2] aumenta os niveis de etileno em plantas
de arroz, o papel desse horménio nas alteragcdes observadas no desenvolvimento sob
elevada [CO2] é, ainda, pouco explorado.

Assim, com o objetivo de compreender a exata natureza das alteragcbes no
crescimento e no metabolismo de plantas sob elevada [CO2], o presente estudo
avaliou as respostas morfofisiolodgicas e bioquimicas de plantas arroz crescendo sob
atmosfera enriquecida de didxido de carbono, por meio do monitoramento dos niveis

de metabdlitos, da expressao génica e de parametros anatdmicos e biométricos da


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2486.2002.00498.x#b35
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2486.2002.00498.x#b35
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folha. Além disso, testou-se a hipétese de que o etileno esta envolvido nas principais
alteracdes no crescimento e no metabolismo de plantas de arroz cultivadas sob
elevada [CO2].
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CAPITULO |

ALTERAGOES NO CRESCIMENTO E NO METABOLISMO PRIMARIO DE
PLANTAS DE ARROZ CULTIVADAS SOB ELEVADA CONCENTRAGAO DE
DIOXIDO DE CARBONO

RESUMO

O aumento da concentragdo atmosférica de didxido de carbono [(CO2)] esperado para
os proximos anos tem despertado crescente interesse no conhecimento da fungao
deste gas como um sinal do ambiente envolvido na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento de plantas. Entretanto, enquanto os efeitos gerais do CO2 sobre o
metabolismo sdo bastante explorados, 0 mecanismo de alteragao no crescimento e
no metabolismo de plantas sob elevada [CO2] é, ainda, pouco compreendido. Assim,
o presente estudo avaliou a regulagdo metabdlica e a modulagao das trocas gasosas
em resposta as alteragdes no crescimento de plantas de arroz imposta pela elevada
[CO2]. Demonstrou-se que a limitagdo na atividade fotossintética em plantas de arroz
sob elevada [CO_] é de natureza difusiva e que esta relacionada com as alteragdes
observadas na anatomia e nos parametros biofisicos da folha. Além disso, evidenciou-
se que o crescimento de plantas de arroz sob elevada [CO2] € acompanhado por
alteragbes na regulacdo da expressao de genes associados a expansao celular e ao

metabolismo hormonal.
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INTRODUGAO

O aumento da concentragdo atmosférica de diéxido de carbono ([CO2]) tem
despertado crescente interesse no conhecimento da funcado desse gas como um sinal
do ambiente envolvido na regulagdo do crescimento e da produtividade vegetal
(Reddy et al., 2010; Furbank and Sage, 2016; Gamage et al., 2018a). Nesse contexto,
a elevada [CO2] favorece aumentos na taxa fotossintética em diversas culturas,
contribuindo para maior taxa de crescimento relativo e biomassa total (Leakey et al.,
2009b; Reddy et al., 2010). Entretanto, parametros relacionados a produtividade, tais
como rendimento de graos e indice de colheita, ndo tém sido associados as maiores
taxas de assimilagao de carbono nessa condigéo (Zhu et al., 2015a). Assim, € possivel
sugerir que nao somente a alteracdo no metabolismo, mas também a alteragdo no
crescimento e na distribuicdo da biomassa nos diferentes 6rgaos (Kush, 2001) afeta
a produtividade de plantas sob elevada [CO2].

O controle do crescimento de plantas envolve alteracbes na divisdo e na
expansao celular (Schopfer, 2006). A expansao celular € dependente da biossintese
de proteinas especificas, como as expansinas (EXPs) (Li et al., 2003), que agem como
uma das principais reguladoras do crescimento vegetal (Lee and Kende, 2001). Por
sua vez, as EXPs apresentam regulagdo em nivel transcricional (Choi et al., 2003),
onde elementos cis de regulagao da transcricdo sdo especificamente responsivos a
giberelina (GA), auxina (IAA), acido abscisico (ABA) e etileno (Lee et al., 2001), sob
condi¢cdes de [CO2] ambiente. Por outro lado, sob elevada [CO2], a expressédo dos
genes EXPs foi regulada positivamente durante o crescimento de Arabidopsis thaliana
independentemente dos niveis de GA na planta (Ribeiro et al., 2012), sugerindo que
a regulacéo das EXPs sob elevada [CO2] pode ser diferente da observada sob [CO2]
ambiente.

O crescimento de plantas é também dependente da disponibilidade de carbono
e nitrogénio em seu tecido (Smith e Stitt, 2007; Pantin et al. 2011). Nesse sentido, tem
sido observado que plantas sob elevada [CO:] apresentam aumento expressivo nas
concentragbes de carboidratos nao estruturais totais, incluindo glicose, frutose,
sacarose e amido (Vicente et al., 2016), mas nao nas concentragdes de carboidratos
estruturais (Markelz et al., 2014). Por outro lado, a elevada [CO2] pode reduzir as
concentragdes de nitrogénio organico e inorganico totais livres nas folhas (Xu et al.,
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2015a), limitando o crescimento sob essa condigéo (Vicente et al., 2016). Embora os
efeitos gerais do CO2 sobre o metabolismo serem bastante explorados, 0 mecanismo
envolvido nas alteragbes observadas no crescimento e no metabolismo de plantas
sob elevada [COy] €, ainda, pouco entendido. Assim, o presente estudo avaliou a
regulagdo metabdlica e a modulagdo das trocas gasosas em resposta as alteragbes

no crescimento de plantas de arroz impostas pela elevada [CO2].

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condigbes de crescimento

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. ‘Oochikara’) foram
esterilizadas em NaOCI 10% (v/v) por 2 min, lavadas em agua desionizada por 3 min
e, posteriormente, transferidas para papel germitest (Fisher Scientific, Co Pittsburgh).
A germinagéo ocorreu em camara de crescimento (Forma Scientific, Inc., EUA) sob
fotoperiodo de 12/12 h (dia/noite), temperatura 28/22 °C (dia/noite), umidade relativa
de 65+5% e intensidade luminosa de 150 pmol fétons m2s-'. Apds 7 dias, as plantulas
foram transferidas para vasos de plastico contendo 6 L de solugdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950), constituida de KNO3z (1,0 mM), NH4H2PO4 (0,25 mM),
NH4CI (0,1 mM), MgSO47H20 (0,5 mM), Ca(NO3)-4H20 (1,0 mM), CuSO45H-0 (0,30
uM), ZnSO47H0 (0,33 M), H3BOs (11,5 pM), MnCl24H20 (3,5 pM),
(NH4)-6M07024H20 (0,1 pM), FeSO47H20 (25 uM) e acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) dissddico, com pH ajustado para 6,5. Apés 3 dias, as plantas foram
transferidas para camaras de topo aberto, as quais foram suplementadas com 400
umol CO2 mol' ar (ambiente) e 750 umol CO2 mol” ar (elevada). A solugdo foi
renovada diariamente. As plantas foram avaliadas quanto aos parametros de
crescimento, trocas gasosas e metabolismo aos 42 dias de idade (35 dias apds o
transplantio). Para analise de expressao génica, as amostras foram coletadas em
plantas com 28 dias de idade (21 dias apds o transplantio), conforme estabelecido
pela interpretacao da curva de crescimento (Figura S1). As médias foram obtidas a

partir de dois experimentos independentes.
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Anélise de crescimento vegetal

A altura de plantas, o comprimento do colmo e o comprimento da raiz foram
determinados a cada dois dias. O numero de perfilhos, numero de folhas e area foliar
total (Li-Cor Model 3100 Area Meter, Lincoln, NE, USA) foram determinados ao final
do experimento, quando também a massa seca dos érgéos (raizes, colmo e folhas)
foi quantificada. A taxa de crescimento relativo (TCR) e a area foliar especifica (AFE)
foram determinadas conforme descrito por Hunt (1982). Além disso, a raz&o raiz/parte

aérea foi determinada.

Anatomia foliar

A folha bandeira das plantas de arroz com 42 dias de idade foi coletada para
esta analise. Tecido foiliar foi retirado da regido central da lamina foliar, fixado em FAA
(formaldeido, acido acético glacial, 50% etanol, 1:1:18, volume-volume) por 48h
(Johansen, 1940) e armazenado em 70% de etanol. O tecido vegetal foi incluido em
metacrilato (Historesin-Leica), de acordo com as recomendacbes do fabricante.
Cortes transversais (5 pm) foram realizados com o uso de um micrétomo
automatizado (modelo RM2155, Leica Microsystems, Inc., Deerfield, EUA). Os cortes
foram entdo corados com azul de toluidina e as espessuras da folha e do mesofilo
foram determinadas. Para determinagcdo da densidade estomatica, os fragmentos de
folhas foram clarificados com 95% de metanol por 48 h seguido por 100% de acido
latico (Zs6gon et al., 2015). Os dados foram apresentados como numero de estdmatos
por unidade de area foliar. As imagens foram obtidas em microscépio de luz (modelo
AX-70 TRF, Olympus Optical, Téquio, Japao) acoplado a uma camera fotografica
digital (modelo AxioCam HRc, Zeiss, Goéttinger, Alemanha) e a um microcomputador
com programa de captura de imagens Axio Vision. Para determinacdo das
caracteristicas anatdmicas na segao transversal e na superficie epidérmica, as
imagens foram digitalizadas e analisadas por meio do uso do software Image Pro-
Plus® (Versdo 4.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, EUA). A absorbancia,
refletdncia e transmitancia da folha bandeira foram medidas no espectrémetro
Sistema Jaz (Ocean Optics, Inc., Dunedin, FL, EUA), de acordo com as instrugdes do

fabricante. A absorbancia foi calculada conforme descrito por Gorton et al. (2010).
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Medicbes de parédmetros fotossintéticos

A taxa de assimilagao liquida de carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a
concentragao intercelular de diéxido de carbono (Ci) e a transpiragcdo (E) foram
determinadas com um analisador de gas a infravermelho (LI-Cor 6400XT, LI-COR,
Lincoln, NE, EUA) em folhas bandeira crescendo sob ambiente e elevada [CO2]. As
medigbes foram conduzidas com fornecimento de 400 ou 750 pmol CO2 mol-! de ar
com radiagdo fotossinteticamente ativa de 1000 pmol de fotons m=2 s
(aproximadamente o valor de intensidade luminosa maxima no interior da casa de
vegetacdo) sob 50-60% de umidade relativa e temperatura 26-32 °C. A taxa de
respiragado mitocondrial no escuro (Rq) foi medida em folhas adaptadas ao escuro por
pelo menos 2 horas apds o término do periodo de luz. Em complemento, a respiracao
mitocondrial em luz (RL) foi estimada como a metade da R4 (Pinelli e Loreto, 2003;
Centritto et al., 2009). A taxa fotorrespiratéria da Rubisco (Rp) foi estimada de acordo
com Valentini et al. (1995), como Ry, = 1/2 [ETR - 4 (A + RL)]. Todos os paréametros
apresentados por unidade de area foliar foram transformados em unidade de massa,
sendo considerada a area foliar especifica em cada condigdo de crescimento (0,033
g' m? para plantas crescidas sob [CO2] ambiente e 0,028 g' m? para plantas
crescidas sob [CO2] elevada).

Curvas de resposta fotossintética foram determinadas pela variagdo da
radiagdo fotossinteticamente ativa de 0 a 1400 umol fétons m?2 s fornecida por uma
fonte de luz (ldmpada de halogénio com refletor de 50W). Para determinagédo das
curvas de resposta de A em funcao da variagao nas concentragdes de Ci (A/Ci), uma
fonte de suplementacao de CO: foi utilizada, a qual variou a concentragdo de gas de
0 a 1500 pmol CO2 mol* ar. Corregbes para a perda de CO2 e vapor de agua para
fora da camara do analisador foram realizadas de acordo com Rodeghiero et al.
(2007). A partir da curva A/C;, a velocidade maxima de carboxilagdo (Vcmax-ci), taxa
maxima de transporte de elétrons (Jmax-ci), utilizagéo de triose fosfato (TPUci) foram
calculadas por meio do modelo mecanistico de assimilagcdo de CO2 proposto por
Farquhar et al. (1980), utilizando a dependéncia da temperatura nos parametros
cinéticos da Rubisco (Bernacchi, 2002). As constantes de Michaelis-Menten utilizadas
para os calculos foram K¢ = 268 pbar, K, = 194000 uybar e ™ = 31,5 pbar, como
determinado anteriormente por Seneweera et al. (2011). Os procedimentos de ajuste
de curva foram detalhados por Martins et al. (2013). Posteriormente, os parametros
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fotossintéticos Vimax, Jmax € TPU foram normalizados para 25 °C por meio das
equacgdes de resposta a temperatura propostas por Sharkey et al. (2007).

A concentragcdo de CO:z nos cloroplastos (Cc) e condutancia mesofilica (gm)
foram estimadas conforme proposto por Martins et al. (2013). Utilizando dados de C,
curvas A/C. foram elaboradas e os valores da velocidade maxima de carboxilacao
(Vemax-cc), taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax-cc), utilizagao de triose fosfato
(TPUcc) em base C.foram estimados. As limitagdes fotossintéticas observadas foram
estimadas com base no método descrito por Grassi e Magnani (2005). Esse método
utiliza valores de A, gs, gm, Vemax-ce, [, Cc, Km = K¢ (1+ O/Ko) e permite a particdo de
componentes funcionais que limitam a fotossintese, tais como a limitagado estomatica
(LE), limitacdo mesofilica (LM) e limitagdo bioquimica (LB). A eficiéncia do uso da
agua foi estimada como a raz&o entre fotossintese e a taxa de transpiragéo (Zhang et
al., 2013).

Medicbes da fluorescéncia da clorofila foram realizadas com o mesmo
analisador de gas anteriormente mencionado, equipado com uma caémara de
fluorescéncia integrada (LI-6400, LI-COR). A fluorescéncia inicial (Fo) foi medida a
partir da iluminacao das folhas adaptadas ao escuro com feixes de luz fraca modulada
(0,03 pmol m? s™"). Posteriormente, pulsos de luz branca saturada (8000 umol fétons
m=2 s por 0,8 s foram aplicados para a obtengdo da fluorescéncia maxima (Fm), a
partir da qual a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII foi calculada: Fv/Fm = [(Fm -
Fo)/Fm)]. Em folhas adaptadas a luz, o rendimento de fluorescéncia no estado
estacionario (Fs) foi medido antes da aplicagdo de um pulso de luz branca saturada
(8000 umol m?s™, 0,8 s) para o acesso da fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fn’).
A luz actinica foi entao desligada e um pulso de luz no comprimento de onda vermelho
distante (2 ymol m s™) foi aplicado para medir a fluorescéncia inicial adaptada a luz
(Fo’). A eficiéncia de captura de energia de excitagdo pelos centros de reagao abertos
do fotossistema Il (PSIl) (Fv/Fm’) foi estimada conforme descrito por Logan et al.
(2007), enquanto que o rendimento quantico do transporte de elétrons (¢psi) foi
estimado como ¢psi = (Fm'- Fs)/Fm' (Genty et al., 1989). Os coeficientes de extingao
fotoquimico (qP), extingdo nao-fotoquimico (NPQ) e taxa de transporte de elétrons

(ETR) foram determinados como descrito anteriormente por Martins et al. (2013).
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Determinagé&o dos niveis de metabdlitos

Para avaliar os efeitos da [CO2] sobre o metabolismo central das plantas de
arroz, as concentragcdes de glicose, frutose, sacarose, amido, malato, fumarato,
nitrato, aminoacidos totais e proteinas totais foram quantificados. Amostras de folhas,
colmos e raizes de plantas com 42 dias de idade foram coletadas ao final do dia (FD)
e ao final do da noite (FN), imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C, até analise. Uma fragdo das amostras frescas (~ 50 mg) foi
utilizada para extragéo etandlica, conforme descrito por Geigenberger et al. (1996).
Na fracdo soluvel em etanol determinou-se glicose, frutose e sacarose usando um
ensaio enzimatico continuo, como descrito por Cross et al. (2006). Para determinagéo
do amido, o precipitado da extragao etandlica foi solubilizado por aquecimento a 95°C
em NaOH a concentracdo de 0,1 M. Em seguida, 70 uL de solugao de acido acético
(1 M) foram adicionados as amostras, e o teor de amido foi determinado como
equivalentes de glicose (Hendriks, 2003).

Malato e fumarato foram quantificados como descrito por Nunes-Nesi et al.
(2007). A reacao enzimatica foi iniciada com a adigdo de 30 pL do extrato a um volume
de reacgao de 200 pL constituido de tricina/100 mM KOH (pH 9,0), metanossulfato de
fenazina 0,12 mM, NAD 3 mM e Triton X 100 a 0,5% (v/v). A quantificacdo de malato
e fumarato foi realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny Valle,
EUA) a 570 nm apés a adicao de 1U de malato desidrogenase (para determinagao do
malato) até estabilizagdo da absorbancia seguida da adigdo de 1U fumarase (para
determinagao do fumarato).

A quantificacdo do nitrato foi realizada conforme descrito por Mori (2000). A
reacao enzimatica foi iniciada pela adicdo de uma aliquota de 5 uL do extrato etandlico
em um volume de reacédo de 150 L, consistindo de 0,1 mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7,5), 0,25 mM de NADPH e 0,005 U de nitrato redutase. Apés 30 min de
incubacao, a temperatura ambiente, 20 yL de metanossulfato de fenazina (5 mM)
foram adicionados a reagao e as microplacas foram incubadas por mais 10 min no
escuro. Em seguida, 30 L de sulfamilamida 2% (p/v) foi dissolvida em H3PO4 (2 mM)
e 30 yL de diidrocloreto de N- (1-naftil) etilenediamino 0,04% (p/v) foram adicionados
a reacgao. O nitrato foi quantificado em leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny
Valley, EUA) a 540 nm.
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Os aminoacidos totais foram determinados como descrito por Gibon et al.
(2006). Proteinas totais foram quantificadas seguindo o protocolo de Bradford (1976),
com algumas modificagbes. Uma série de solugdo de albumina sérica bovina (BSA)
diluida com o mesmo tampdo de extracdo foi utilizada como padrdao para a
quantificacdo de proteinas. A quantificagdo de proteinas foi realizada em um leitor de
microplacas (Molecular Devices Sunny Valley, EUA) a 595 nm. Por fim, as
concentragdes de clorofilas foram determinadas conforme descrito por Arnon (1949),

com 30 pL do extrato diluido em 120 pL de etanol a 98%.

Analise RT-qPCR

Aproximadamente 100 mg de material vegetal coletados de plantas com 28
dias de idade foram utilizadas para extragdo de RNA total com o uso do RNAeasy
Plant Mini Kit (Qiagen® Inc.), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida,
4 ug de RNA total foram tratados com DNAse | (Invitrogen®, Carlsbad, California,
Estados Unidos). O RNA foi entéo utilizado para a sintese de cDNA com a adi¢ao da
transcriptase reversa Superscript™ Il (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, Estados
Unidos), de acordo com as instru¢des do fabricante. A quantidade do RNA isolado foi
determinada via espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, Estados Unidos). As reagbes de RT-qPCR
foram realizadas em um sistema de Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real
StepOne™ (Applied Biosystems®) utilizando 4 nM dos primers (Tabela S1) com SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®). Os niveis de expressido dos genes-
alvos foram expressos relativos a expressdao dos genes constitutivos actina e
ubiquitina e calculados utilizando o método 224t de acordo com Livak e Schmittgen
(2001).

Anélise estatistica

Para o crescimento das plantas, o delineamento experimental inteiramente
casualizado foi adotado. Para analise de parametros de crescimento das plantas, a
unidade experimental foi composta por quatro plantas com 10 repeticdes por
tratamento. Para avaliacdo dos parametros fotossintéticos, dez plantas foram
avaliadas. A unidade experimental para analise de metabdlitos foi composta por 50
mg de material vegetal, por reagdo, com seis repeticbes por tratamento. Os
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experimentos de determinag&o da expressao génica tiveram a unidade experimental
composta por 2 pg do RNA total, com trés repeticbes. As caracteristicas
morfoanatdmicas das folhas foram avaliadas em cinco repeticdes amostradas em dez
plantas diferentes. A analise de variancia (P <0,05) foi feita para determinar o efeito
entre os tratamentos. Quando a analise de variancia (ANOVA) apresentou efeitos
significativos, as diferencas entre as médias foram examinadas pelo teste t. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa R versao 3.4.4 (R Foundation for

Statistical Computing, Viena, Austria).

RESULTADOS

Crescimento de plantas de arroz sob elevada [CO2]

A elevada [CO2] aumentou significativamente a altura de plantas de arroz
(Figura 1). Associada a essa reposta, a elevada [CO2] aumentou em 31% a biomassa
da folha, 30% a biomassa do colmo, 30% a biomassa da raiz, 30% a biomassa total,
28% o numero de folhas, 25% a area foliar total, 38% o numero de perfilhos, 14% a
taxa de crescimento relativo, 9% o comprimento da folha bandeira e 8% o
comprimento do colmo principal (Figura 2A-J). Por outro lado, o comprimento da raiz
principal diminuiu em 12% em plantas cultivadas sob elevada [CO2] quando
comparadas as plantas mantidas sob [CO2] ambiente (Figura 2K). Nao houve
diferencga significativa na razao raiz/parte aérea quando plantas crescidas sob [CO2]

elevada foram comparadas com plantas mantidas sob [CO2] ambiente (Figura 2L).

Alteragées na anatomia foliar em plantas de arroz crescendo sob elevada [CO2]
Diferencas significativas na anatomia da folha bandeira foram observadas entre
plantas crescendo sob ambiente e elevada [CO2] (Figura 3A, B). A elevada [CO2]
aumentou em 5% a espessura total das folhas e em 8% a espessura do mesofilo
quando comparadas ao controle (Figura 4A, B). Esses resultados foram
acompanhados por uma redugdo significativa na area foliar especifica (16%) bem
como na capacidade de transmissao da luz (17%) e reflectancia (6%) na folha
bandeira de plantas cultivadas sob elevada [CO2], em comparagao ao controle (Figura
4C-E). Por outro lado, a elevada [CO2] aumentou a absorcao de luz (4%) e a area
foliar (11%) (Figura 4F, G). Nao houve diferenga significativa na densidade de
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estdmatos da face abaxial da folha, mas a densidade estomatica adaxial reduziu
significativamente em plantas sob elevada [CO2] em comparagédo com plantas controle
(Figura 4H, I).

Ambiente [CO2] Elevada [CO2]

Figura 1. Fendtipo de plantas de arroz com 42 dias de idade cultivadas sob ambiente
ou elevada [CO2] (A). Barra de escala: 20cm.

Parémetros fotossintéticos em plantas de arroz crescendo sob elevada [CO2]

Com o objetivo de entender como a modificagdo do crescimento e do
desenvolvimento da folha pode afetar as trocas gasosas, os parametros
fotossintéticos de plantas mantidas sob ambiente e elevada [CO2] foram analisados.
Plantas de arroz cultivadas sob elevada [CO2] apresentaram reducao de 20% e 16%
em A sob concentragdo de referéncia de CO2 de 400 e 750 ymol CO2 mol’ de ar,
respectivamente, em comparagao ao controle (Tabela 1). Associado a essa resposta,
uma redugdo em Vemax (31%) € Jmax (24%) em base Ci (Vemax-ci € Jemax-ci) foi verificada
em plantas crescidas sob elevada [CO2] quando comparadas as plantas sob [CO2]
ambiente (Tabela 1). No entanto, ndo houve diferenca significativa em Ci, gs e P,
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quando plantas crescidas sob ambiente e elevada [CO2] foram comparadas (Tabela
1). Em adigdo, a elevada [CO2] causou reducao de 21% e 27% em C¢, além de 39%
e 45% em gm sob concentragdo de referéncia de CO2 de 400 ymol CO2 mol' de ar e

750 umol CO2 mol' de ar, respectivamente (Tabela 1).
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Figura 2. Parametros de crescimento em plantas de arroz com 42 dias de idade e
cultivadas sob ambiente ou elevada [CO2]. Biomassa de folha (A). Biomassa de colmo
(B). Biomassa de raiz (C). Biomassa total (D). Numero de folhas (E). Area foliar total
(F). Numero de perfilhos (G). Taxa de crescimento relativo (TCR) (H). Comprimento
da folha bandeira (FB) (). Comprimento do colmo principal (CP) (J). Comprimento da
raiz principal (K). Razao raiz/parte aérea (L). Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente do controle (plantas sob [CO2] ambiente), em nivel de 5% pelo teste
t. Os valores representam as médias * erro padrao de 10 repeticdes.
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Plantas cultivadas sob elevada [CO2] ndo apresentaram alteracdes
significativas em Vcmax € Jmax em base C., apresentando apenas diminuicéo
significativa em TPU em ambas as bases - Ci e C. (Tabela 1). Assim, para
identificarmos qual componente funcional poderia estar limitando a fotossintese sob
elevada [CO2], uma analise de particdo desses componentes foi realizada. Plantas
sob elevada [CO2] apresentaram maior limitagdo mesofilica (42%) e menor limitagao
bioquimica (39%) em relacdo aquelas sob [CO2] ambiente (Tabela 1). Além disso, ndo
foi verificada diferenga significativa na limitagao estomatica em plantas mantidas tanto
sob ambiente quanto elevada [CO2]. A elevada [CO2] também causou aumento de
12% e 8% em qP e de 53% e 30% em NPQ sob concentragao de referéncia de CO>
de 400 pmol CO2 mol' de ar e 750 pmol CO2 mol' de ar, respectivamente, sendo
acompanhados por incremento significativo na concentragao de clorofila (Tabela 1).
Por outro lado, nenhuma alteragéo foi observada em Fv:Fm, Fv:Fm’e ¢PSI/ tanto em
plantas sob ambiente e elevada [CO2] em resposta as duas concentragdes de CO2 de
referéncia utilizada durante a analise. Além disso, a elevada [CO2] n&o afetou E e

WUE em ambas as concentracdes de referéncia de COo.

Figura 3. Secao transversal de folha bandeira de plantas de arroz com 42 dias de
idade cultivadas sob ambiente (A) ou elevada [CO-] (B) (barra de escala: 50um).
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Figura 4. Efeitos da elevada [CO2] na anatomia e nos parametros biofisicos em folhas
de plantas de arroz com 42 dias de idade e cultivadas sob ambiente ou elevada [CO2].
Espessura total da folha (A). Espessura do mesofilo (B). Area foliar especifica da folha
bandeira (AFE) (C). Transmitancia da folha bandeira (D) Reflectancia (E). Absorbancia
(F). Area foliar (G). Densidade estomatica (DE) na face abaxial (H) e adaxial ().
Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente docontrole (plantas sob [CO2]
ambiente), em nivel de 5% pelo teste t.Os valores representam as médias * erro
padréo de 6 repetigdes.
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Tabela 1. Alteragbes nas trocas gasosas, parametros de fluorescéncia e niveis de
clorofila em plantas de arroz com 42 dias de idade e cultivadas sob ambiente ou
elevada [COy]. Médias indicadas em negrito diferem estatisticamente do controle
(plantas sob [CO2] ambiente), em nivel de 5% pelo teste t. Os valores representam as
medias % erro padrao de 10 repeticdes.

Parametros Ambiente [CO;] Elevada[CO;] P valor
A 400 (umol g MS s°) 0,709+ 0,05 0,564 % 0,02 0,016
A 750 (umol g MS s°) 0,991 +0,07 0,829 % 0,03 0,047
ETR 400 (umol g' MS s7) 5545+0,30 4,982+ 0,19 0,130
ETR 750 (umol g' MS s™) 5858 +0,31 5187 0,12 0,070
Cusoo (umol CO2 mol! air) 3145+4,03  312,2+2,85 0,654
Ci7so (Mmol CO2 mol™" air) 619,2 + 8,93 590,5+ 12,1 0,074
Pr7s0 (umol g" MS s™) 0,156 + 0,01 0,154 + 0,01 0,916
Vemax-ci (Wmol g MS s7) 3,683 +0,33 2,540 £ 0,10 <0,001
Vemax-cc (Mmol g MS s1) 4432 +0,44 4,455 + 0,15 0,950
Jmax-ci (Mmol g"MS s") 5,346 + 0,34 4,074 £ 0,13 0,005
Jmax-cc (Umol g'* MS s 5568 +0,35 4,927 + 0,20 0,132
TPUci 0,396 + 0,03 0,298 = 0,01 0,004
TPUcc 0,397 + 0,03 0,290 = 0,01 0,004
R. (umol CO2 g' MS s 0,019+ 0,00 0,013 % 0,00 0,001
R4 (umol CO2 g' MS s 0,039+ 0,00 0,027 % 0,00 0,001
gs 400 (mmol H20 m2 s°1) 6294 +345  569,0 + 30,5 0,207
gs 750 (mmol H20 m2 s°1) 3853+31,9  319,9+234 0,117
gmaco (Mol CO2 m2 s°1) 264,0+11,9  161,9+10,1 <0,001
gm7s0 (Mol CO2 m2 s) 207,2 + 15,2 113,1%£7,15 <0,001
E 400 (mmol H20 g"MS s) 251,2+16,5 2159+19,3 0,181
E7s0 (mmol H20 g'MS s) 197,2 + 19,0 154,8 + 10,8 0,072
EUA400 (umol CO2 mol H20) 2,923 +0,24 2,738 £ 0,16 0,537
EUA750 (umol CO2 mol HO1) 5,231 +£0,34 5,556 + 0,35 0,514
Fv:Fm 400 0,789 0,01 0,787 £ 0,01 0,901
Fv:Fm 750 0,789 + 0,01 0,788 £ 0,01 0,842
FVv’:Fm’aoo0 0,616 = 0,01 0,620 + 0,01 0,738
Fv’:Fm’7so 0,648 + 0,00 0,634 £ 0,01 0,130
PPsiia00 0,392 + 0,01 0,416 + 0,01 0,152
PpPsii750 0,412 + 0,01 0,435 + 0,01 0,130
qPaoo 0,637 £ 0,02 0,715 0,02 0,020
qP7s0 0,636 + 0,02 0,686 * 0,01 0,040
NPQa00 1,048 + 0,11 1,601 £ 0,08 <0,001
NPQ 750 0,801 + 0,06 1,039 £ 0,04 0,004
Clorofila (mg g-' MF) 2225+021 3,188 +0,18 0,006
Limitacdo estomatica 0,173 £ 0,00 0,183 + 0,01 0,505
Limitacdo mesofilica 0,256 + 0,01 0,422 + 0,01 <0,001
Limitacdo bioquimica 0,571 +0,02 0,395 + 0,01 <0,001
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Alteragées no metabolismo primario em plantas de arroz sob elevada [CO2]

A fim de investigar os efeitos da [CO2] no metabolismo primario de plantas de
arroz, os niveis de glicose, frutose, amido, malato, fumarato, nitrato, aminoacidos e
proteina total em folhas, caules e raizes no final do dia (FD) e no final da noite (FN)
foram quantificados. No FN, plantas de arroz sob elevada [CO2] apresentaram maior
concentragao de glicose (69%) na folha e no colmo (47%) em comparagao ao controle
(Tabela 2). Por outro lado, ndo houve diferenga significativa na concentragcdo de
glicose na raiz no FD e no FN quando plantas sob ambiente e elevada [CO5] foram
comparadas. As concentragdes de frutose no colmo tanto no FD (33%) quanto no FN
(28%) exibiram redugéao significativa sob elevada [CO2] quando comparado com as
plantas mantidas sob [CO2] ambiente. A elevada [CO2] também promoveu aumento
na concentragcédo de sacarose nas folhas de 21% e 42% e nas raizes de 43% e 189%
no FD e FN, respectivamente, em relacdo as plantas mantidas sob [CO2] ambiente
(Tabela 2). A elevada [CO2] nédo afetou a concentragéo de sacarose no colmo tanto
no FD e no FN em comparagao com as plantas sob [CO2] ambiente. Ademais, a
concentragdo de amido na folha, colmo e raiz ndo foi alterada, quando plantas sob
ambiente e elevada [CO_] foram comparadas tanto no FD quanto no FN.

Como o metabolismo do carbono é acoplado ao metabolismo dos acidos
organicos, os niveis de malato e fumarato na folha, colmo e raiz tanto no FD quando
no FN foram avaliados. Essas analises demonstraram que a concentragao de malato
reduziu significativamente nas raizes de plantas de arroz crescendo sob elevada [CO2]
no FN em comparagao com as plantas mantidas sob [CO.] ambiente (Tabela 2). A
elevada [CO2] diminuiu (74%) a concentracdo de fumarato nas folhas no FD, em
relagcao as plantas sob [CO2] ambiente (Tabela 2). As plantas cultivadas sob elevada
[CO2] ndo apresentaram alteragdes significativas na concentragédo de malato nas
folhas e colmo e na concentracédo de fumarato no colmo e nas raizes no FD e FN, em
comparagdo com as plantas cultivadas sob [CO2] ambiente. No FN, houve
diminuicao significativa na concentracdo de malato nas folhas de plantas cultivadas
tanto sob ambiente quanto sob elevada [CO2] quando comparado com as plantas no
FD (Tabela 2).

A concentragao de nitrato nas folhas, colmo e raizes néao foi significativamente
alterada, tanto no FD quanto no FN, em plantas cultivadas sob elevada [CO2], em
relacdo as plantas sob [CO2] ambiente (Tabela 2). Por outro lado, a elevada [CO2]
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Tabela 2. Alteragdes nos niveis de metabdlitos plantas de arroz com 42 dias de idade
e cultivadas sob ambiente ou elevada [CO2]. Os metabdlitos foram quantificados em
amostras de folha, colmo e raiz coletadas no final do dia (FD) e no final da noite (FN)
de plantas de arroz com 42 dias de idade, cultivadas sob 400 ou 750 umol de CO2
mol' ar. Médias indicadas em negrito diferem estatisticamente dos respectivos
controles (plantas sob [CO2] ambiente no FD ou FN, em nivel de 5% pelo teste t. Os
valores representam as médias * erro padrdo de 6 repeticoes.

Metabélitos  Orgao |:Algnblente [COF2|]\1 FDEIevada[COQLN
Giicose  FOINa  0,76£0,10  0,5020,06 0,7740,08  0,83%0,09
(umol g1 MF) COImo 2212022 2,5410,32 2194029  1,36%0,08
Hmolg Raiz  1,20£0,07  0,96+0,05 1,26+0,14  0,99+0,12
Frutose | FOINa 1288012 2,00:0,38 1,360,14  2,26+0,26
(umolgTMF) Como  3.35:031  3,66:0,11 223+018  2,64+0,28
Hmot g Raiz  0,29t0,11  0,20£0,03 0,21£0,06  0,22+0,03
Sacarose | OINa  306:2,10  17,5¢1,17 37,0£3,28  25,0+1,67
(ol giF) Colmo  136:0.88  6,42:0,28 15,7+1,34  6,53%0,54
Hmot g Raiz  1,3130,15  0,280,03 1,87£0,17  0,82%0,20
Amido Folha 1,85:0,15  1,38+0,16 1,8620,27  1,29%0,16
(mg g MF) Colmo 231025 266%0,12 2324013  2,5740,10
99 Raiz  2,25¢0,24  2,21+0,07 2,25+0,11 2,30%0,06
Malato Folha 9,23+0,35  3,89+0,31 9,11:0,54  3,67+0,41
(umol g'MF) Colmo  3,51+0,12  2,8140,27 3,71:0,41  2,84+0,36
Raiz  1,40£0,09  1,60%0,07 1,3240,08  1,1240,06
Fumarate | Foha  0,6710,14  1,2840,22 0,17¢0,05  1,29:0,14
(umol g1 MF) Colmo  0,51£0.12 0,23:0,04 0,66:0,07  0,300,07
Hmolg Raiz  0,11:0,01  0,08+0,03 0,12¢0,01  0,08+0,01
Nitrato Folha 2,76:0,15  3,77%0,12 2,79¢021  3,8140,22
(moll ME) Colmo  4.81:028  4,71%0,27 4,79+0,44  4,83+0,47
Hmot g Raiz  6,08¢0,37  6,09+0,23 6,2040,76  5,95+0,45
Aminoacides  FOIN@  18,940,62  17,041,05 23,3+0,41 16,020,66
(ol g1 MF) Colmo 1074129 11,550,63 14,7+0,85  15,3%1,03
Hmol g Raiz  8,69+0,58  8,51%0,62 14,3+2,01  9,18+0,55
broteinas  Folha  38,0%141 4564279 42,740,48  48,6+2,15
(mgg M) COmo  14.2£169  14,240,79 14,0¢1,44  151£2,01
99 Raiz  11,1:0,61  13,6+1,24 11,320,50  13,9+1,46

promoveu aumento na concentragao de aminoacidos no colmo de 37% e 33% tanto
no FD quanto no FN, respectivamente, em relacdo as plantas mantidas sob [CO2]

ambiente. Ademais, a concentracao de proteina aumentou significativamente nas
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folnas no FD em plantas sob elevada [CO2] em comparagao as plantas sob [CO2]

ambiente.

Alteragbes na expressdo de genes relacionados ao metabolismo hormonal e a
expansao celular em plantas crescendo sob elevada [CO2]

Para investigar os efeitos da elevada [CO2] sobre o padrdo de expresséo de
genes envolvidos com o crescimento de plantas, os niveis de transcritos que codificam
proteinas da via de biossintese ou catabolismo de horménios bem como envolvidas

com a expansao e rearranjo da parede celular foram avaliados (Figura 5).

ACOT + Folha
ACO7 +
ACS2 |+
ACS6 |
GH3.3
GH3.4 +
IAA3 +
IAA11
ARF4
ARF10 +
GA200x5
GA GA20x2 |
GA20x6 |
DWARF11
BAK1 +
BKI1 |
BZR1
EXPB2 +
EXPB3 +
EXPB6 -
EXPA4 +
el I
EXPA14

EXPA22
XyG-FUT1
XyG-FUT3

Etileno

Gene

BR

-12-10-8 654-3-2-101 23 45 6-4

Log, fold change Log, fold change

Figura 5. Alteragcdes na expressao génica em folhas e raizes de plantas de arroz com
28 dias de idade e cultivadas sob elevada [CO2]. Os dados foram normalizados em
relacdo a resposta média obtida no tratamento [CO2] ambiente (controle). As
sequéncias dos primers utilizados estdo apresentadas na Tabela S1. Médias
indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle (plantas sob [CO2]
ambiente), em nivel de 5% pelo teste t. Os valores representam as médias + erro
padréo de 3 repetigdes.

Nas folhas, a elevada [CO2] aumentou significativamente a expressdo dos
genes envolvidos com a biossintese de etileno (ACO1 e ACO7) e EXPs (EXPBS6,
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EXPA4, EXPAS, EXPA14 e EXPA22) (Figura 5A). Por outro lado, a expressé&o dos
genes envolvidos com a sinalizag&o/resposta auxina (GH3.3, GH3.4, IAA3 e IAA11) e
brassinosterdides (BKI1 e BZR1) foi significativamente reduzida nas folhas de plantas
de arroz cultivadas sob elevada [CO2] (Figura 5A). Além disso, diminuicdo na
expressao de GA200x5, enzima envolvida na via de biossintese de GA, e DWARF11,
relacionado a via de biossintese de BR, também foi observada nas folhas de plantas
mantidas sob elevada [CO2] (Figura 5A).

A elevada [CO2] ndo afetou de forma significativa a expresséo dos genes ACS2,
ACS6, ARF4, ARF10, GA2ox2, GA20ox6, BAK1, EXPB2, EXPB3, XyG-FUT1 e XyG-
FUT3 nas folhas de plantas de arroz (Figura 5A). Por outro ado, na raiz, houve
aumento significativo na expressao de BZR1 bem como de EXPB2, EXPB3, EXPB6,
EXPA4 e EXPA22 em resposta a elevada [CO2] (Figura 5B), sem alteragao
significativa na expressdo de ACO1, ACO7, ACS2, ACS6, GH3.3, GH3.4, IAA3,
IAA11, ARF4, ARF10, GA20ox5, GA20x2, GA20x6, BAK1, BKI1, EXPA8, EXPA14,
XyG-FUT1 e XyG-FUT3 (Figura 5B). Diferentemente, DWARF11 foi negativamente

regulado em raiz de plantas sob elevada [CO;] (Figura 5B).

DISCUSSAO

O crescimento de plantas de arroz sob elevada [COz] ocorre por meio da regulagdo
positiva de expansinas de forma distinta da entdo observada sob [CO2z] ambiente

O controle do crescimento de plantas envolve alteragcdes na divisdo e na
expansao celular (Schopfer, 2006). As expansinas (EXPs), nesse sentido, sdo uma
classe de proteinas que participam do processo de expansao celular, agindo
efetivamente como reguladoras positivas do crescimento de plantas (Lee et al., 2001;
Lee and Choi, 2005; Schmidt et al., 2013). Sua expressao € positivamente regulada
por auxina (AlA), brassinosteréides (BR) e negativamente regulada por acido
abscisico (ABA) e citocinina (CK) (Schimidt et al.,, 2013). No presente estudo, a
elevada [CO2] regulou positivamente a expressao de EXPs na folha (Figura 5), o que
foi acompanhado pelo aumento na biomassa desse 6rgao (Figura 2). Entretanto, a
elevada [CO2] regulou negativamente genes envolvidos com a biossintese de AlA, BR
e GA e positivamente genes relacionados com a biossintese de etileno (ACO1 e
ACOQO?7) na folha (Figura 5). Esses dados evidenciam que a elevada [CO2] coordena o
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crescimento de plantas de arroz alterando multiplas rotas hormonais em nivel
transcricional. Além disso, é possivel sugerir que a regulacao da expressao de EXPs
sob elevada [CO2] ocorre de forma distinta da entdo observada sob [CO2] ambiente,
a qual responde principalmente a I1AA, BR e GA.

O crescimento e desenvolvimento do sistema radicular de plantas necessita de
uma regulagdo coordenada de sinais enddgenos, sendo intimamente relacionadas
aos fitohormdnios (Mussig et al., 2003). Nesse sentido, tem sido sugerido que BR é
um dos reguladores positivos do crescimento da raiz em plantas arroz por regular
negativamente o fator de transcricdo MULTIPASS (R2R3-type MYB transcription
factor), um repressor de EXPs (Schmidt et al., 2013). No presente estudo, a elevada
[CO2] regulou positivamente BZR1 na raiz (Figura 5), o que também foi associado ao
aumento significativo na transcrigdo de EXPB2, EXPB3, EXPB6, EXPA4 e EXPA22
nesse 6rgao (Figura 3). Com efeito, sugere-se que BR coordena o crescimento da raiz
em plantas de arroz sob elevada [CO2] via regulagao positiva da expressao de EXPs.
Em consonéncia com essa hipotese, a expressao de DWARF11 foi significativamente
reduzida em raiz de plantas sob elevada [CO2] (Figura 3B), sugerindo um possivel
feedback negativo ao acumulo de BR no tecido (Tanaka et al., 2005; Tanabe et al.,
2005).

A limitagdo da fotossintese em plantas de arroz sob elevada [CO2] é causada por
limitagdo difusiva em detrimento da limitagdo bioquimica

Como componente do metabolismo primario, a fotossintese (A) € um processo
fundamental para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Ainsworth e Rogers,
2007). No presente estudo, A diminuiu significativamente em plantas cultivadas sob
elevada [CO2] quando comparadas as plantas mantidas sob [CO2] ambiente (Tabela
1). Essa diminuicdo foi associada a diminuicdo em Vcmax-ci (Tabela 1). Tem sido
relatado, nesse contexto, que a diminuicdo em Vcmax €m plantas crescendo sob
elevada [CO2] esta relacionada a diminuigéo da disponibilidade de nitrogénio e, mais
precisamente, ao teor de ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco)
(Evans, 1989; Makino and Osmond, 1991; Gamage et al., 2018b). Entretanto, as
concentragbes de proteina e nitrato nas folhas de plantas crescendo sob elevada
[CO2] ndo foram alteradas (Tabela 2) tanto no FD quanto no FN, sugerindo que a
limitagdo fotossintética demonstrada no presente estudo (Tabela 1) nao esta
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associada ao metabolismo do nitrogénio. Por outro lado, sabe-se que algumas
alteracdes na anatomia da folha pode afetar a difusdo do CO. até o sitio de
carboxilagdo da Rubisco (Tholen e Zhu, 2011). Neste sentido, a analise da
condutancia mesofilica (gm) e da concentracao cloroplastidica de CO (C¢) tem sido
uma abordagem importante para investigar a alteragao do fluxo de CO2na folha. No
presente trabalho, tanto gm quanto C. reduziram significativamente em plantas
cultivadas sob ambiente e elevada [CO2]. Consistente com esses resultados, a analise
de particdo de componentes funcionais que podem limitar a fotossintese demonstrou
que plantas crescendo sob elevada [CO2] apresentam maior limitacdo mesofilica
quando comparadas as plantas crescendo sob [CO2] ambiente (Tabela 1). Esse dado
indica que a limitacdo da fotossintese em plantas de arroz sob elevada [CO;] é
causada por limitacdo difusiva em detrimento da limitacdo bioquimica. Ademais, é
possivel especular que tal limitacdo esta associado com as alteracées observadas na
anatomia (Figura 2, Figura 3) e nos aspectos biofisicos da folha, como as alteragdes
na reflectancia e transmitancia (Figura 3D,E).

Como 6rgao dreno, a raiz esta diretamente envolvida com o efluxo de carbono
das folhas como fonte de energia ou como componente da parede celular,
estimulando o crescimento (Kircher e Schopfer, 2012). Nesse contexto, tem sido
demonstrado que a aplicagao de agucar estimula o crescimento de raizes em plantas
de Arabidopsis (Takahashi et al., 2003) e milho (Ogawa et al., 2009). Por outro lado,
sabe-se também que o metabolismo do carbono esta intrinsecamente associado ao
metabolismo do nitrogénio (Araya et al., 2006; Sienkiewicz-Porzucek et al. 2010). O
ciclo dos acidos tri-carboxilicos participa do balangco C/N fornecendo esqueleto de
carbono para a sintese de aminoacidos (Nunes-Nesi et al., 2007). No presente estudo,
a elevada [CO] aumentou significativamente a concentragao de sacarose nas raizes
tanto no FD quanto no FN, bem como aumentou significativamente as concentragdes
de aminoacido no FD (Tabela 2). Consistente com o papel dos acidos organicos na
sintese de aminoacidos, diminui¢cao nos niveis de malato também foi verificado no FN
(Tabela 2). Coletivamente, esses dados sugerem que a elevada [CO2] promove
alteragdes no metabolismo da raiz que favorecem um maior crescimento (Figura 2),
via maiores niveis de sacarose e, possivelmente, maior biossintese de aminoacidos
(Schimidt et al., 2013).
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CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que ganhos no crescimento de plantas de arroz
sob elevada [CO2] sdo acompanhados pelo aumento da expressdo de genes
envolvidos com a expansdo celular via alteracdo de multiplas rotas hormonais em
nivel transcricional. Em adigéo, evidenciou-se que a regulagéo positiva de expansinas
em plantas de arroz sob elevada [CO2] ocorre de maneira diferente da observada sob
[CO2] ambiente. Por outro lado, apesar do maior ganho de biomassa, plantas de arroz
sob elevada [CO2] apresentam limitagao difusiva na fotossintese, o que pode estar
relacionado as alteracdes na anatomia e nas caracteristicas biofisicas da folha. Por
fim, evidenciou-se que a elevada [CO;] favorece maior crescimento da raiz via
alteracbes no metabolismo primario, refletido por maior acumulo de sacarose e

aminoacidos.
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Material suplementar

Tabela $1. Sequéncia dos primers utilizados para as analises de PCR em tempo real (QRT-PCR)

Nome Sequéncias
Forward Reverse

0s01g13030 | /AAS3 ACAAGGATGGTGACTGGATGCTG GCAAGAGTCGGTGAACATCTCC
0s03g43400 | IAA11 AGCAGCTGAAGGAGAGCAATAAGC | TGCACGACTCGACGAACATCTC
0s01g70270 | ARF4 TCGACGAGGAGTTGTACAAAGGTC | ATCCACAGATCTGCCAAGTGCAAC
0s04g43910 | ARF10 CAGCATTGGCAGCGATGAACTG ATTTCACGAACGCGCAGAATGG
0s01g12160 | GH3.3 TTCAACGAGGAGCTCGTCAAGTC TTCTCCACCGGAAACTCCCTGTTC
0s05g42150 | GH3.4 GCAACAAGCAGTGGATCAGCAG AGCCAAGCTATCACAGGTCGTC
0s04g39430 | DWARF11 | TGAGGTTCCTCAGTCCTCATGC AAACACCCTCCCATACCTGGAG
0s04g38480 | BAK1 TCGCATCACGATTGCGAGAG AGCGCAATCCGAGTTCTTGTTTG
0s09g28550 | BKI1 CTCCTCCAAAGCAAACCAGCAC TCTTGGCCTTGTACTCCCTGTC
0s07g39220 | BZR1 TCCCGTACCTGTCATGTGCATC GGTACGTCAAAGCGATCATGCC
0s10g40710 | EXPB2 CAACCAGTACCCGTTCATGTCC GTTGTTGGTGCACCGTATCTGG
0s10g40720 | EXPB3 TGCGGGTTCAAGAACACCAACC GGGTGGTTGACGCATCTTATCTGG
0s10g40700 | EXPB6 GCTACCAGATCAGGTGCAACAAG TGATCACCGTCTCGATGTTGCC
0s05g39990 | EXPA4 TTGTACCGGAGTGATGGCCTTG ACAGCCGCTAGCTACGACAAAG
0s01g14650 | EXPAS TACACCTCCTCGGCTCAGTTCTAC | TGCCACGTCGATCAAAGCATAC
0s02g16780 | EXPA14 CCCGGTTATCTACCAAAGGGTTCC | AGTCGTGCCCGTTAATGGTAAAC
0s02g02686 | EXPA22 CCCGTCATCTACCAAAGGGTTC TGAGTTGGAGCCCATCACATCC
0s06g10950 | XyG-FUT1 | ATGTGGTGTCAACGTCGTGCTC AAGGCGTTGACGGAGCTAATCC
0s06g10960 | XyG-FUT2 | TGCTTCTCCTTACGGATGTTACCG | CGCATGGTTACCACGGTTATCG
0s02g52630 | XyG-FUT3 | CTTTGTCATGGCGACGGTCTTC TCGATTTATCGTCGGAACCTCGAC
0s09g27820 | ACO1 TGGAGCAGCTGGATGATGCTTG AGATGCCGTGGTTCAGGATCTC
0s01g39860 | ACO7 ATCGTCGTGTAGTACGCAGGGTTC | AGTTACCGTGATAACCACCCAACC
0s04g48850 | ACS2 TTTGGCGCCTTGACGGCCTC AAAGGGAGCGCACCATGGCC
0s06g03990 | ACS6 CCGGGCGACACGTTCAGCTT ACAGCGCGAACGGGTTCCAG
0s01g22920 | GA20x2 ATGCCACCATCTGCACAACAGC ACCACCATGGCGTTAATGTTGC
0s04g44150 | GA20x6 CGTCAACATCGGCGATCTGTTTC TGGCGTTGGCCACCACTTTATG
0s03g42130 | GA200x5 AAGAACGTCAGGGACTGGAAGG TCCTCCATTGCCTCCCTGAATC
0s03g50885 | ACTIN TGGATTGGAGGATCCATCTTGGC CCTTGGCAATCCACATCTGCTG
0s01g03410 | UBIQUITIN | CTCCTACGAGCCGTGCTTCT CCACCGACACCATGTTCATC
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Figura S1. Efeito da elevada [CO2] na biomassa de plantas de arroz ao longo de 42
dias de cultivo. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle
(plantas sob [CO2] ambiente), em nivel de 5% pelo teste t. Os valores representam as
medias + erro padrao de 5 repetigdes.
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CAPIiTULOII

ALTERAGOES NO CRESCIMENTO E NO METABOLISMO PRIMARIO DE
PLANTAS DE ARROZ EM RESPOSTA A AGAO DO ETILENO E A ELEVADA
CONCENTRAGAO DE DIOXIDO DE CARBONO

RESUMO

Incrementos na taxa de crescimento relativo, biomassa e produtividade tém sido
frequentemente atribuidos aos efeitos da elevada concentragdo de CO. ([CO2])
atmosférico. Entretanto, a exata natureza da alteracédo do crescimento vegetal em
resposta a elevada [CO>] é ainda desconhecida. Assim, o presente estudo investigou
o papel do etileno em coordenar as alteragdes no crescimento e no metabolismo de
plantas de arroz sob elevada [CO2]. Evidenciou-se que a elevada [CO2] e o etileno,
isoladamente, induzem o alongamento da parte aérea e inibem o alongamento da raiz
primaria, estimulando, assim, o surgimento de raizes adventicias. Em adigao,
observou-se que a elevada [CO.] estimula a biossintese de etileno de maneira
dependente da idade da planta, o que parece refletir no maior ganho de biomassa
durante o crescimento vegetativo. Assim, com base em tais resultados, sugere-se que
nao somente os maiores niveis, mas também a regulagao temporal da biossintese de

etileno contribui para o desenvolvimento de plantas de arroz sob elevada [CO2].



43

INTRODUGAO

O aumento da concentragcdo de diéxido de carbono ([CO2]) na atmosfera
previsto para as proximas décadas podera afetar economicamente setores que
dependem diretamente de recursos naturais, como a agricultura, pesca e energia
(IPCC, 2013). A este respeito, faz-se necessario entender, portanto, como a elevada
[CO2] podera impactar o crescimento e desenvolvimento de plantas, uma vez que
esses organismos constituem o principal meio para o fornecimento de alimentos,
matéria-prima, fibra e combustivel a populagdo em nivel global (IPCC, 2013). Nesse
contexto, o arroz, que alimenta mais de 3 bilhdes de pessoas ao redor do mundo,
podera ter o seu rendimento afetado diante de um cenario de mudancas climaticas
globais (Zhu et al., 2014; Zhu et al., 2015; Wang et al., 2016). No entanto, apesar de
diversos estudos explorarem os efeitos gerais promovidos pela elevada [CO2] (Long
et al., 2004; Ainsworth e Long, 2005; Leakey et al., 2009), o entendimento a respeito
das vias que conectam a maior assimilacido de carbono ao controle do crescimento
das plantas sob elevada [CO] &, ainda, bastante fragmentado.

O etileno participa de processos importantes do ciclo de vida da planta,
incluindo a regulagcédo do desenvolvimento foliar e radicular, a senescéncia, o
amadurecimento e a germinagao (Dubois et al., 2018). Além disso, sabe-se que as
respostas geradas pelo etileno no crescimento e desenvolvimento de plantas
dependem do 6rgao, do estadio de desenvolvimento, do tecido e da espécie (Khanna
et al., 2007; Vandenbussche et al., 2007). Nesse contexto, foi relatado que o etileno
estimula a expansao foliar em Poa alpine e Poa compressa (Fiorani et al., 2002), bem
como favorece o surgimento de folhas primarias em girassol (Lee e Reid, 1997). Por
outro lado, plantas de Arabidopsis thaliana com maior sensibilidade ao etileno
apresentaram menor area foliar (Feng et al., 2015). Em arroz, plantulas exibiram maior
alongamento do coledptilo, maior crescimento de mesocoatilo e inibigdo do crescimento
da raiz primaria em resposta a superexpressao da via de sinalizagao do etileno (Ma et
al., 2013). Em contraste, plantas de arroz com 28 dias de idade apresentaram menor
crescimento e alongamento das folhas, sugerindo, assim, que a sensibilidade ao
etileno pode ser regulada de maneira dependente da idade da planta (Ma et al., 2013).

Sabe-se também que o etileno atua em resposta a varios sinais do ambiente,

como alta temperatura (Savada et al., 2017), danos por metais pesados (Thao et al.,
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2015), salinidade do solo (Zhang et al., 2016; Silva et al., 2018), baixo pH do solo (Brito
et al., 2018; Ribeiro et al., 2018) e deficiéncia hidrica (Dubois et al., 2017), permitindo
desenvolver respostas aclimatativas a tais condigcbes. Embora alguns estudos
demonstrem que a elevada [CO2] aumenta os niveis de etileno em varias espécies de
plantas, tais como girassol (Dhawan et al., 1981; Finlayson e Reid, 1994; Finlayson e
Reid, 1996), tabaco (Meir et al., 1989), tomate (Woodrow e Grodzinski, 1993) e arroz
(Seneweera et al., 2003), o entendimento da interagdo entre o etileno e a elevada
[CO2] é, ainda, incipiente. Assim, considerando a participag¢ao do etileno nas respostas
aclimatativas de plantas as diferentes condicbes do ambiente, o presente estudo
testou a hipotese de que esse hormdnio modula o crescimento de plantas de arroz sob
elevada [CO2]. Além disso, os impactos da alteragdo nos niveis de etileno sobre o

metabolismo primario foram também investigados.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢cbes gerais

Sementes de arroz Oryza sativa L. ssp. japonica cv. ‘Oochikara’ foram
esterilizadas em NaOCI 10% (v/v) por 2 min, enxaguadas em agua desionizada por 3
min e, posteriormente, transferidas para papel germitest (Fisher Scientific, Co
Pittsburgh). A germinagao ocorreu em camara de crescimento (Forma Scientific, Inc.,
EUA) sob fotoperiodo de 12/12 h (dia/noite), temperatura 28/22 °C (dia/noite), umidade
relativa de 65+5% e intensidade luminosa de 150 umol fétons m2s'. Sementes com
radicula de 2 cm de comprimento foram transplantadas para vasos de isopor (18
plantulas por vaso) contendo 2L de solugao de Hoagland %2 forga apenas (controle) ou
solugcado de Hoagland 7% forca em conjunto com ethephon (Et) 10 uM, CoCl> 10 yM
(Co?*) ou CoCl; + ethephon (Co?* + Et), com pH ajustado para 6,5. A solugdo foi
renovada todos diariamente. Apds 14 dias, as plantas foram transferidas para vasos
de plastico contendo 6 L de solugéo nutritiva de Hoagland com 100% da forga,
juntamente com os tratamentos acima descritos. Os vasos foram mantidos em
camaras de topo aberto desde o primeiro dia do transplantio, as quais foram
suplementadas com diéxido de carbono as concentragdes de 400 pymol-' CO2 mol* ar
(ambiente) e 750 pmol' CO2 mol' ar (elevada). As plantas de arroz foram coletadas
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apoés 7 e 21 dias de crescimento nas condicdes citadas. As médias foram obtidas a

partir de dois experimentos independentes.

Quantificagao de etileno

Amostras de folhas e raizes de plantas com 7 ou 21 dias de idade foram
colocadas em frascos Erlenmeyer de 25 mL contendo 1 mL de agua desionizada. Os
frascos selados, contendo o material vegetal, foram colocados em camara de
crescimento (Forma Scientific Inc., Ohio, EUA) por 8 h. O etileno acumulado na
atmosfera dos frascos Erlenmeyer foi quantificado conforme descrito por Silva et al.
(2014). A atmosfera dos frascos foi entdo homogeneizada, de onde uma amostra de
1,0 mL foi coletada. As amostras foram injetadas em um cromatografo a gas Hewelett
Packard 5890, série Il (EUA), equipado com um detector de ionizagdo de chama e
uma coluna de acgo inoxidavel (1,0 m x 6,0 mm), empacotada com Porapak-N (80-100
mesh). O gas de arraste foi o nitrogénio em fluxo de 30 mL min'; os fluxos de
hidrogénio e ar sintético foram mantidos a 30 e 320 mL min-', respectivamente. As
temperaturas da coluna, do injetor e do detector foram mantidas em 60, 110 e 150 °C,
respectivamente. A determinacgao do etileno foi realizada comparando as areas de pico
das amostras com areas de pico de uma mistura padrao de etileno de concentragao

conhecida por meio do uso do software PeakSimple (Peak Simple, Versao 3.92).

Analise de crescimento das pléntulas

O comprimento e a biomassa da parte aérea e da raiz foram avaliados apés 7
dias de incubacao nas solug¢des/tratamento. Para analise do sistema radicular, a raiz
foi imediatamente armazenada em etanol 30% (v/v). O sistema radicular foi entao
digitalizado, utilizando um scanner de mesa, o qual foi analisado utilizando o software
de processamento de imagens WinRhizo Pro (Regent Instruments Inc; Québec,
Canada), como descrito por Zhu et al. (2005). O sistema radicular foi avaliado quanto

ao comprimento, numero de raizes laterais € numero de raizes adventicias.

Analises de crescimento em plantas com 21 dias de idade
A altura das plantas, o comprimento do colmo e o comprimento da raiz foram
determinados a cada dois dias. O numero de perfilhos, numero de folhas e area foliar

total foram determinados ao final do experimento, quando também a massa seca dos
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orgaos (raiz, colmo e folha) foi quantificada. A taxa de crescimento relativo (TCR) e a
area foliar especifica (AFE) foram determinadas conforme descrito por Hunt (1982).

Além disso, a razao raiz/parte aérea foi determinada.

Medicbes de pardmetros fotossintéticos

A taxa de assimilacao liquida de carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a
concentragao intercelular de diéxido de carbono (Ci) e a transpiragao (E) foram
determinadas com um analisador de gas a infravermelho (LI-Cor 6400XT, LI-COR,
Lincoln, NE, EUA) em folhas bandeira de plantas de arroz apds 21 dias crescendo nas
solugcdes tratamentos sob ambiente e elevada [CO2]. As medi¢cdes foram conduzidas
com fornecimento de 400 ou 750 pmol CO2 mol-' ar com radiagdo fotossinteticamente
ativa de 1000 ymol de fétons m s' (aproximadamente a intensidade maxima de luz
na casa de vegetagdo) sob 50-60% de umidade relativa e temperatura 26-32 °C. A
taxa de respiragdo mitocondrial no escuro (Rq) foi medida em folhas adaptadas ao
escuro por pelo menos 2 horas apds o término do periodo de luz. Em complemento, a
respiragao mitocondrial em luz (R.) foi estimada como a metade da Rq (Pinelli e Loreto,
2003; Centritto et al., 2009). A taxa fotorrespiratoria da Rubisco (Rp) foi estimada de
acordo com Valentini et al. (1995), como Ry = 1/12[ETR -4 (A + R.)]. Os valores foram
ajustados pela aérea da folha exposta na camara de analise.

Medicbes da fluorescéncia da clorofila foram realizadas com o mesmo
analisador de gas anteriormente mencionado, equipado com uma camara de
fluorescéncia integrada (LI-6400, LI-COR). A fluorescéncia inicial (Fo) foi medida a
partir da iluminacao das folhas adaptadas ao escuro com feixes de luz fraca modulada
(0,03 pmol m=2 s'). Posteriormente, pulsos de luz branca saturada (8000 umol fétons
m=2 s') por 0,8 s foram aplicados para a obteng&o da fluorescéncia maxima (Fm), a
partir da qual a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII foi calculada: Fv/Fm = [(Fm -
Fo)/Fm)]. Em folhas adaptadas a luz, o rendimento de fluorescéncia no estado
estacionario (Fs) foi medido antes da aplicagdo de um pulso de luz branca saturada
(8000 umol m?s™, 0,8 s) para o acesso da fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fn’).
A luz actinica foi entdo desligada e um pulso de luz no comprimento de onda vermelho
distante (2 pmol m2 s™") foi aplicado para medir a fluorescéncia inicial adaptada a luz
(Fo’). A eficiéncia de captura de energia de excitagao pelos centros de reagao abertos
do fotossistema Il (PSIl) (F./Fm’) foi estimada conforme descrito Logan et al. (2007),
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enquanto que o rendimento quantico do transporte de elétrons (¢psi) foi estimado
como ¢psi = (Fm'- Fs)/Fm' (Genty et al., 1989). Os coeficientes de extingao fotoquimico
(gP), nao-fotoquimico (NPQ) e taxa de transporte de elétrons (ETR) foram

determinados como descrito anteriormente por Martins et al. (2013b).

Determinagé&o dos niveis de metabdlitos

Amostras de folhas e raizes de plantas com 21 dias crescendo nas solucoes-
tratamento sob ambiente e elevada [CO:], foram coletadas ao final do periodo
luminoso e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C
até andlise. Uma fracdo das amostras frescas (40 mg) foi utilizada para extragao
etandlica, conforme descrito por Geigenberger et al. (1996). Na fracdo soluvel em
etanol determinou-se glicose, frutose e sacarose usando um ensaio enzimatico
continuo, como descrito por Cross et al. (2006). Para determinagdo do amido, o
precipitado da extragao etandlica foi solubilizado por aquecimento a 95°C em NaOH a
concentragao de 0,1 M. Em seguida, 70 yL de solugdo de acido acético (1 M) foram
adicionados as amostras, e o teor de amido foi determinado como equivalentes de
glicose (Hendriks, 2003).

Os aminoacidos totais foram determinados como descrito por Gibon et al.
(2006), enquanto a concentragao de proteinas foi quantificada seguindo o protocolo
de Bradford (1976), com algumas modificagdes (Ramaglis e Rodriguez 1985). Uma
série de solugao de albumina sérica bovina (BSA) diluida com o mesmo tampao de
extracao foi utilizada como padrao para a quantificagdo de proteinas. A quantificacao
de proteinas foi realizada em um leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny
Valley, EUA) a 595 nm. As concentracgdes de clorofilas foram determinadas conforme

descrito por Arnon (1949), com 3 pL do extrato diluido em 120 pL de etanol a 98%.

Anélise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Para analise de
parametros de crescimento a unidade experimental foi composta 10 plantulas com 5
repeticdes por tratamento. Para plantas com 21 dias de idade, a unidade experimental
foi composta por 4 plantas com 10 repeticdes por tratamento. Para avaliacdo dos
parametros fotossintéticos, dez plantas foram avaliadas. A unidade experimental para
analise de metabdlitos foi composta por 40 mg de material vegetal, por reagdo, com
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seis repeticbes por tratamento. A anadlise de variancia (P <0,05) foi feita para
determinar o efeito entre os tratamentos. Quando a analise de variancia (ANOVA)
apresentou efeitos significativos, as diferencas entre as médias foram examinadas
pelo teste t (P <0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o programa R

versado 3.4.4 (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

RESULTADOS

Alteragcbes no crescimento de plantulas de arroz em resposta ao etileno e a elevada
[CO2]

Sob [CO2] ambiente, Et aumentou em 54% o comprimento da parte aérea e
diminuiu em 17% o comprimento da raiz primaria de plantulas de arroz em comparacao
ao controle (Figura 1, Figura 2A). Em contraste com o efeito do Et, o comprimento
da parte aérea foi reduzido em 20% em resposta a aplicacdo de Co?* 10 uM, sendo
acompanhado por aumento de 28% no comprimento da raiz primaria sob [CO2]
ambiente. Ademais, Co?* + Et promoveu aumento de 20% no comprimento da parte
aérea sob [CO] ambiente (Figura 1, Figura 2A). Sob [CO.] ambiente, as plantulas
tratadas com Co?* + Et ndo apresentaram alteragdes significativas no comprimento da
raiz. O Et aumentou significativamente a biomassa da parte aérea e diminuiu
significativamente a biomassa da raiz sob [CO2] ambiente; enquanto Co*? + Et diminuiu
significativamente a biomassa da raiz sob a mesma [CO>] (Figura 2C).

Sob elevada [CO2], plantulas tratadas com Et ndo apresentaram diferenca
significativa no comprimento da parte aérea em comparacéao as plantas controle sob
mesma [CO2] (Figura 1, Figura 2A). Entretanto, o Et reduziu em 16% o comprimento
da raiz sob elevada [CO2]. Por outro lado, o Co?* reduziu em 28% o comprimento da
parte aérea e aumentou em 19% o alongamento da raiz de plantas cultivadas sob
elevada [CO3]. O Co?* + Et promoveu aumento de 18% no comprimento da raiz, mas
nao afetou o desenvolvimento da parte aérea de plantas mantidas sob elevada [CO2].
As alteracbes no crescimento tanto na parte aérea quanto na raiz foram
acompanhadas por diferentes concentragdes de etileno no tecido (Figura 2B). O Co*?
diminuiu significativamente a biomassa da parte aérea e aumentou significativamente

a biomassa da raiz em plantulas mantidas sob elevada [CO2] (Figura 2C).
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Figura 1. Alteracdes fenotipicas promovidas pelos tratamentos com Ethephon, CoCl>
e Ethephon + CoCl2 em plantulas de arroz crescendo sob ambiente ou elevada [CO2]
(A). A barra da escala representa 20 mm.

Alteragbes na arquitetura da raiz de pléntulas de arroz em resposta ao etileno e a
elevada [CO2]

A aplicacado de Et diminuiu o numero (49%) e o comprimento total (12%) de
raizes laterais e aumentou (131%) significativamente o numero de raizes adventicias
das plantulas sob [CO.] ambiente (Figura 3, Figura 4A-C). Por outro lado, a aplicagao
de Co?" sob [CO;] ambiente ndo afetou o numero de raizes laterais e de raizes
adventicias, mas reduziu (53%) significativamente o comprimento de raizes laterais
(Figura 3, Figura 4A-C). Sob [CO2] ambiente, Co?*+Et reduziu em 35% e 26% o
numero e o comprimento de raizes laterais, respectivamente, enquanto Co?* + Et ndo
afetou o numero de raizes adventicias quando comparado ao controle (Figura 3,
Figura 4A-C).



50

A [ [CO,] Ambiente B 340 C 2

I Elevada [CO,]

*

20 .

170 1+ b

Comprimento [cm]
o
Etileno [pmol g MF h™']
o
Biomassa [mg]
o

10 - 1 100 |

*

*

20 ‘ ‘ ‘ ‘ 200 ; ‘ ‘ ‘ 10 ‘ ‘ ‘ ‘
C Et Co* Co®'+Et C Et Co* Co*+Et C Et Co?* Co*'+Et

Figura 2. Alteragcbes no crescimento de plantulas de arroz promovidas pelos
tratamentos com Ethephon, CoCl. e Ethephon + CoClz, crescendo sob ambiente ou
elevada [CO2]. Comprimento da parte aérea e da raiz de plantulas de arroz (A). Taxa
de producgao de etileno na parte aérea e na raiz (B). Biomassa total da parte aérea e
da raiz (C). Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente dos respectivos
controles, em nivel de 5% pelo teste t. Os valores representam as médias * erro
padréo de quatro experimentos separados, com cinco repetigdes cada.

Sob elevada [CO2], plantulas tratadas com Et apresentaram diminuicdo no
numero (35%) e no comprimento total (39%) de raizes laterais, com aumento
significativo apenas no numero de raizes adventicias (131%) (Figura 3, Figura 4A-C).
O numero de raizes adventicias e o comprimento de raizes laterais foram diminuidos
em 70% e 45%, respectivamente, em resposta ao Co?* sob elevada [CO2], sem
alteragdo no numero de raizes laterais. As plantulas cultivadas com Co?* + Et ndo
apresentaram alteragdes significativas no numero de raizes laterais sob elevada [CO2]
(Figura 3, Figura 4A). Além disso, Co?* + Et reduziu em 69% e 36 % o numero de
raizes adventicias e o comprimento de raizes laterais, respectivamente (Figura 3,
Figura 4B, C).



51

Q
et
=
2
K]
€
<
Y
o
=,

Elevada [CO,]

Figura 3. Detalhe das alteragdes na arquitetura da raiz promovidas pelos tratamentos
com Ethephon, CoCl> e Ethephon + CoCl> em plantulas de arroz crescendo sob
ambiente e elevada [CO2] (A). A barra da escala representa 20 mm.
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Figura 4. Alteragbes no crescimento de raiz de plantulas de arroz promovidas pelos
tratamentos com Ethephon, CoCl, e Ethephon + CoClz, crescendo sob ambiente e
elevada [CO2]. Numero de raizes laterais (A). Comprimento das raizes laterais (B).
Numero de raizes adventicias (C). Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente dos respectivos controles, em nivel de 5% pelo teste t. Os valores
representam as médias % erro padrao de quatro experimentos separados, com cinco
repeticoes cada.

Alteracbes no crescimento de plantas de arroz em resposta aos niveis de etileno e a
elevada [CO2]

Em plantas com 21 anos de idade sob [CO2] ambiente, tanto Et quanto Co?*
promoveram diminuicdo marcante na biomassa da parte aérea (63%, 62%,
respectivamente), biomassa da raiz, (70%, 66%), biomassa total (64%, 62%), numero
de folhas (29%, 50%), area foliar total (60%, 65%), numero de perfilhos (40% e 62%)
e na taxa de crescimento relativo (TCR) (9%, 9%), mas Et e Co?* ndo alteraram a area
foliar especifica (AFE) e a razao raiz/parte area (Figura 5, Figura 6A-1). Sob elevada
[CO2], o Et e 0o Co?" reduziram significativa a biomassa da parte aérea (33%, 50%,
respectivamente), biomassa da raiz, (45%, 57%), biomassa total (28%, 51%), nimero
de folhas (30%, 49%), area foliar total (60%, 65%), numero de perfilhos (42%, 57%) e
a TCR (9%, 9%), sem alteragdo na AFE e na razao raiz/parte area. Adicionalmente,
plantas cultivadas com Co?* + Et apresentaram o mesmo comportamento em relagéo
ao controle em ambas as [CO2]; menos na area foliar total, a qual foi diminuida tanto
sob [CO2] ambiente (32%) quanto sob elevada [CO2] (23%) (Figura 5, Figura 6A-I).

Com o objetivo de entender a relagao entre o crescimento de plantas de arroz
sob elevada [CO2] e a biossintese de etileno, quantificou-se os niveis de etileno em

plantas com 21 dias de idade, cultivadas sob ambas as [CO2]. Observou-se, com
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Figura 5. Fendtipo de plantas de arroz com 21 dias de idade crescendo em solugao
de Hoagland meia forga (controle) ou contendo Ethephon (Et) 10 uM, CoCl2 (Co?*) 10
UM e Et + Co?*, sob ambiente ou elevada [CO2] (A). A barra da escala representa 20
cm.

essa analise, que a concentragao de etileno foliar em plantas com 21 dias de idade
tratadas com Et foi significativamente maior em relagdo a produgao de etileno foliar
observados em plantas controle, tanto sob elevada [CO2] quanto sob [CO2] ambiente
(Figura 7A). Na raiz, os maiores niveis de etileno foram observados em plantas com
21 dias de idade tratadas com Et ou Co?* + Et, em ambas as [CO3] (Figura 4A). Por
outro lado, quando os niveis de etileno em plantas com 21 dias de idade foram
comparados aos niveis de etileno em plantas com 7 dias de idade, observou-se que
plantas tanto controle como tratadas com Co?* + Et apresentaram diminuigdo
substancial (80 e 85%, respectivamente) nos niveis de etileno foliar, tanto sob elevada
[CO2] quanto sob [CO2] ambiente (Figura 7B). Em contrapartida, ndo houve alteragdo
significativa na concentragao de etileno relativa nas folhas de plantas tratadas tanto
com Et quanto com Co?', sob ambas as [CO2]. Na raiz, apenas plantas controle
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apresentaram diminui¢&o significativa nos niveis de etileno relativo tanto sob ambiente

quanto sob elevada [CO2] (Figura 7B).
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Figura 6. Alteragdes no crescimento de plantas de arroz com 21 dias de idade
promovidas pelos tratamentos com Ethephon, CoCl2 e Ethephon + CoCly, crescendo
sob ambiente e elevada [CO2] por 21 dias. Biomassa da parte aérea (A). Biomassa de
raiz (B). Biomassa total (B). Numero de folhas (D). Area foliar total (E). Area foliar
especifica (F). Numero de perfilhos (G). Taxa de crescimento relativo (TCR) (H).
Razao raiz/parte aérea (J). Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente
dos respectivos controles, em nivel de 5% pelo teste t. Os valores representam as
medias % erro padrao de 10 repeticoes.
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Figura 7. Taxa de produgéo de etileno influenciada pelos tratamentos com Ethephon,
CoCl, e Ethephon + CoCl2 em plantas de arroz crescendo sob elevada concentragao
de CO.. Concentracéo de etileno em folha ou raiz de plantas com 21 dias de idade
(A). Inibigao relativa na producao de etileno (producao de etileno de plantas com 21
dias/ producédo de etileno de plantas com 7 dias de idade cultivadas sob ambiente e
elevada [CO2]) (B). As medi¢des foram feitas em plantas de arroz apds 21 dias de
crescimento sob ambiente ou elevada [CO2]. Os asteriscos indicam que as médias
diferem significativamente pelo teste t a 5% de probabilidade em relagdo ao controle
(A) ou em relagao as plantas com 7 dias de idade (B). Os valores representam as
medias % erro padrao de 6 repeticdes.

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila em plantas de arroz em resposta ao etileno
e a elevada [CO3]

O tratamento de plantas com Co?* sob [CO2] ambiente diminuiu A (18%) e ETR
(8%), acompanhados por aumento significativo de 46 % em NPQ (Figura 8A, B, L).
Quando as plantas foram tratadas com Co?* + Et, houve diminuigédo (7%) em Fv/Fm’
e aumento significativo (81%) em NPQ sob [CO2] ambiente (Figura 8J, L). Ademais,
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Pr diminuiu (35%) significativamente em resposta ao Et sob [CO2] ambiente (Figura
8D). Et, Co?* e Co?* + Et ndo afetaram Ci, Ry, gs, E, FV/Fm de plantas crescidas sob
[CO2] ambiente em comparagéo com as plantas do controle (Figura 8C, E, G, H, J).

Sob elevada [COg], por sua vez, Et diminuiu Aem 18 % e ETR em 11 %, os
quais foram acompanhados por aumento significativo de 76% em NPQ em
comparagao com as plantas do controle, respectivamente (Figura 8A, B, L). Ademais,
o tratamento com Co?* reduziu A (16%), Ci (24%), Rd (17%) e Fv/Fm’ reduziram (9%)
de plantas de arroz cultivadas sob elevada [CO2] em comparacao com as plantas do
controle (Figura 8A, C, E, K). Entretanto, o Co?* aumentou Pr (28%) de plantas de
arroz mantidas sob elevada [CO2] (Figura 5D). Nao houveram alteragées nos
parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila em plantas tratadas com
Co?* + Et sob elevada [CO2], em comparagdo com as plantas do controle (Figura 8A-
L).

Alteragbes no metabolismo primario de plantas de arroz em resposta aos niveis de
etileno e a elevada [CO2]

Sob [CO2] ambiente, Et aumentou as concentragbes de glicose (39%), frutose
(25%) e amido (78%) nas folhas quando comparado ao controle (Figura 9A, B, D). Por
outro lado, Co?* e Co?" + Et ndo afetaram as concentragdes de glicose, frutose,
sacarose, amido, aminoacidos e proteinas nas folhas de plantas cultivadas sob [CO2]
ambiente. Sob [CO] ambiente, Et, Co?* e Et + Co?* diminuiram significativamente a
concentragéo de proteina na raiz em 15%, 21% e 17%, respectivamente (Figura 9F).
O tratamento com Et + Co?*aumentou a concentragdo de sacarose (50%) na raiz de
plantas mantidas sob [CO2] ambiente, em comparagédo ao controle (Figura 9C).
Ademais, glicose, frutose, amido e aminoacidos
nao apresentaram alteracdo na raiz em nenhum dos tratamentos sob [CO2] ambiente
(Figura 9A, B, D, E).

Sob elevada [CO2], as concentragdes de amido e aminoacidos aumentaram em
103% e 49% em folhas de plantas de arroz tratadas com Et e Co?*, em comparagdo
com as plantas do controle, respectivamente (Figura 9D, E). Por outro lado, as

concentragdes de glicose e proteina diminuiram em 28% e 39% em folhas de plantas
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Figura 8. Alteragbes nas trocas gasosas, parametros de fluorescéncia e niveis de
clorofila em plantas de arroz cultivadas sob ambiente e elevada [CO2]. Os parametros
fotossintéticos e de fluorescéncia foram quantificados em plantas de arroz apés 21
dias crescendo sob ambiente e elevada [CO2]. Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente dos respectivos controles, em nivel de 5% pelo teste t. Os valores
representam as médias * erro padréao de 10 repeti¢des.
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Figura 9. Alteragdes nos niveis de metabdlitos em plantas de arroz crescendo sob
ambiente e elevada [CO2] por 21 dias. Glicose (A). Frutose (B). Sacarose (C). Amido
(D). Aminoacidos (E). Proteinas (F). Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente dos respectivos controles, em nivel de 5% pelo teste t. Os valores
representam as médias * erro padrao de 6 repeticdes.
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tratadas com Et e Co?* mantidas sob elevada [CO2], respectivamente (Figura 9A e F).
Ademais, o tratamento com Co?* + Et ndo afetou as concentragdes de glicose, frutose,
sacarose, amido, aminoacidos e proteinas nas folhas de plantas cultivadas sob
elevada [CO2]. Nenhuma mudancga nas concentracdes de glicose, frutose, sacarose,
amido, aminoacidos e proteinas foi observada na raiz de plantas tratadas com Et, Co?*,
Et + Co?* sob elevada [CO3], em comparagédo com as plantas do controle (Figura 9A-
F).

DISCUSSAO

Isoladamente, a elevada [CO2] e o etileno induzem a ‘dupla resposta’ e o
desenvolvimento de raizes adventicias em plantulas de arroz

Tem sido demonstrado que o etileno estimula o crescimento do coledptilo e
inibe o crescimento da raiz primaria (‘dupla resposta’) em diferentes espécies de
monocotiledéneas (Ku et al., 1970; Kim et al., 2012; Ma et al., 2010; Ma et al., 2013;
Ma et al., 2014). Os resultados aqui descritos indicam que a elevada [CO2] promoveu
a ‘dupla resposta' em plantulas de arroz independentemente da aplicagéo de etileno
exdégeno (Figura 2A). Em associagao, a elevada [CO2] promoveu aumento expressivo
nos niveis de etileno em plantulas do controle em relagdo as plantas sob [CO2]
ambiente (Figura 2B). Sabe-se também que o etileno controla as alteragbes na
arquitetura da raiz em interacdo com auxina (Malheiros et al., 2019), induzindo, entre
outras modificagdes, o desenvolvimento de raizes adventicias (Aloni et al., 2006;
Muday et al., 2012). No presente estudo, aumento expressivo no numero de raizes
adventicias foi observado em plantulas controle sob elevada [CO2] (Figura 4C).
Coletivamente, esses resultados obtidos evidenciam que a elevada [CO2] estimula a
biossintese de etileno e que tal horménio coordena as alteragdes tanto no crescimento
da parte aérea quanto no desenvolvimento da raiz de plantulas de arroz. Consistente
com essa hipotese, plantulas tratadas com Et sob [CO2] ambiente apresentaram
aumento no alongamento da parte aérea e diminuicdo do comprimento da raiz
primaria, o que foi acompanhado pelo aumento significativo no numero de raizes

adventicias (Figuras 2A, Figura 4C).
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A interagdo entre a elevada [COz2] e o etileno no crescimento de plantas de arroz é
regulada por uma janela de sensibilidade do tecido

A biossintese de etileno é regulada diferencialmente em nivel de transcricdo da
sintase do acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACS) por meio de vias que
respondem a estimulos endégenos e/ou exégenos (Tsuchisaka et al. 2009). Nesse
contexto, estudos mostram que os genes que codificam a ACS exibem padrdes de
expressao especificos nas células dos tecidos e sdo regulados diferencialmente de
acordo com estadio de desenvolvimento da planta (Tsuchisaka e Theologis 2004;
Tsuchisaka et al. 2009). No presente estudo, plantas do controle com 21 dias de idade
apresentaram reducio de 80 a 85% na biossintese de etileno na folha e na raiz tanto
sob ambiente e elevada [CO2], respectivamente, quando comparado com a produg¢ao
de etileno em plantas com 7 dias de idade sob a mesma [CO2] (Figura 7B). O mesmo
comportamento foi verificado nas folhas de plantas tratadas com Co?* + Et (Figura
7B). Interessantemente, plantas com 21 dias de idade tanto do controle quanto
tratadas com Co?* + Et apresentaram maior biomassa total sob elevada [CO2] em
comparagdo as plantas tratadas com Et ou Co*? sob [CO2] ambiente (Figura 6C).
Coletivamente, esses dados sugerem que o efeito da elevada [CO2] no crescimento
em interagcao com etileno ocorrem em plantas de arroz com 7 dias de idade e ndo em
plantas com 21 dias de idade. Por efeito, os resultados demonstram a existéncia de
uma janela de sensibildade do tecido em responder a elevada [CO2] no que diz
respeito a producao e a agao do etileno no crescimento da planta. Por outro lado, as
respostas observadas em plantas tratadas com Et evidenciam que os maiores niveis
de etileno em plantas com 21 dias de idade poderiam afetar negativamente o ganho

de biomassa total nessas plantas sob elevada [CO2].

A resposta temporal do etileno a elevada [CO2] evita efeitos negativos do horménio
sobre a fotossintese e o metabolismo primario em plantas de arroz com 21 dias de
idade

As causas pelas quais as plantas de arroz tratadas com Et ou Co?* ndo
apresentaram maior crescimento sob elevada [CO2] podem estar relacionadas as
alteragcdes nas trocas gasosas e metabolismo primario. Nesse contexto, foi
demonstrado que o Et diminuiu indiretamente a taxa fotossintética de tomateiro via

modificagdo no particionamento de carbono como consequéncia da alteracao da
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relagédo fonte/dreno e modificagdo na morfologia da planta (Woodrow et al., 1988). No
presente trabalho, o aumento da concentracdo de amido (Figura 9D) e a diminui¢ao
nos niveis de glicose (Figura 9A) em folhas de plantas tratadas com Et sob elevada
[CO2] sugere uma possivel limitagdo no dreno e retro-inibicdo da fotossintese (Stitt
and Krapp 1999; Ainsworth and Bush 2011; Sugiura et al. 2017). Por outro lado,
plantas de tabaco insensiveis ao etileno apresentaram regulacdo negativa da
expressdo da Rubisco e da taxa fotossintética (Tholen et al., 2007). No presente
estudo, a inibicdo da via de biossintese de etileno pelo Co?* também afetou
negativamente a taxa fotossintética em plantas de arroz em ambas as [CO2] (Figura
8A). Tal efeito negativo refletiu no acumulo de aminoacidos e diminui¢cado de sintese
de proteina apenas em plantas crescendo sob elevada [CO2] (Figura 9E, F).
Coletivamente, esses dados sugerem que a diminuigdo da biossintese de etileno em
plantas com 21 dias evita os possiveis efeitos negativos desse hormdnio sobre a
fotossintese e sobre o metabolismo primario sob elevada [CO2], contribuindo para o
incremento da biomassa total da planta. Consistente com essa hipétese, nenhuma
alteracao foi verificada em A, ETR, Ci, Pr, Ry, RL, gs, E, clorofila, Fv/Fm, Fv/Fm’ e
NPQ em resposta a Co?* + Et em folhas de plantas crescendo sob elevada [CO2], as
quais, curiosamente, apresentaram diminuicdo drastica nos niveis de etileno (85%)
em plantas com 21 dias de idade em relagao as plantas com 7 dias idade (Figura 7B).
Tal resposta evidencia, também, que o efeito negativo do Co*? sobre a fotossintese
nao esta relacionado a um efeito téxico do elemento, mas sim por uma atuacgao
indireta (inibicdo da biossintese do hormdnio) tendo em vista a baixa concentragao
aplicada (10 pM).

CONCLUSOES

O etileno modula as alteragdes no crescimento de plantas de arroz sob elevada
[CO2] e a produgéo do horménio gasoso é regulada de maneira dependente da idade
da planta. Em plantas com 7 dias de idade, o etileno modula as alteracdes tanto na
parte aérea quanto na raiz. Com 21 dias de idade, por outro lado, o etileno promove
efeitos negativos sobre a fotossintese e metabolismo primario, que sao a causa da
diminuicdo no ganho de biomassa sob elevada [CO2]. Isso evidencia, portanto, que
alteracao na produgéao de etileno de modo temporal observada em plantas controle é
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um importante evento para o incremento da biomassa total durante o crescimento

vegetativo em plantas de arroz sob elevada [CO2].
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo evidenciou que o crescimento de plantas de arroz sob
elevada [CO] € acompanhado pelo aumento da expressao de genes envolvidos com
a expansao celular bem como alteragdo na expressdo de genes associados a
diferentes rotas hormonais. Entre os principais horménios, o etileno parece estar
envolvido nas principais mudangas observadas no crescimento de plantas de arroz
em resposta a elevada [CO2]. Ademais, observou-se que ndo somente 0os maiores
niveis, mas a regulacado temporal da biossintese do etileno controla finamente o
desenvolvimento e o metabolismo de plantas de arroz sob elevada [CO2]. Sugere-se,
com base nessa descoberta, que fatores de transcricdo que regulam a via de
biossintese de etileno de maneira temporal podem ser potenciais marcadores do

crescimento em plantas de arroz em um contexto de elevada [CO2].



