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Resumo

FEIJO, Anderson da Rosa. Selec&o de genétipos de arroz irrigado responsivos
ao aumento da concentracdo de didéxido de carbono atmosférico e
investigagdo do fendmeno de tolerancia cruzada entre estresses abioticos.
Orientador: Luis Antonio de Avila. 2021. 169f. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) — Programa de Po6s-graduacédo em Fisiologia Vegetal, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2021.

As mudancas climéticas causadas pelo aumento das emissdes de didxido de carbono
(CO2) e os estresses abidticos associados a esse efeito (estresse hidrico e por
temperaturas extremas) tém desafiado os cientistas a entender melhor esses efeitos
sobre as plantas cultivadas para melhor adaptar os sistemas visando uma agricultura
resiliente. Neste sentido, os objetivos gerais da tese foram: 1) caracterizar e selecionar
genotipos de arroz quanto as respostas ao aumento do CO2 atmosférico; 2) avaliar o
efeito priming do déficit hidrico no estadio vegetativo sobre as respostas de plantas
de arroz submetidas ao estresse térmico na antese. Para atingir estes objetivos foram
realizados dois estudos. Os resultados do primeiro estudo mostraram que genétipos
com uma razéo positiva para produtividade de gréos entre a relagéo de cultivo em
densidade baixa e normal, também apresentam maior responsividade ao CO2. Os
genotipos de arroz apresentam respostas contrastantes frente ao aumento de CO:
atmosférico. Os gendtipos Queréncia e EP106 apresentaram maior responsividade ao
elevado CO2 em termos de produtividade de grdos. Os resultados referentes ao
segundo estudo indicam que na concentracado de 400ppm de CO: 0 estresse prévio
por déficit hidrico no estadio vegetativo reflete na reducdo do conteudo de H202 em
folhas bandeira quando as plantas sdo expostas ao estresse térmico severo na
antese. Enquanto que em 700ppm de CO: o sistema antioxidante enzimético
apresenta maior atividade sob estresse térmico severo na antese quando as plantas
sdo previamente submetidas ao déficit hidrico no estadio vegetativo. Além disso, o
incremento na atividade da superoxido dismutase (SOD) na folha bandeira, a maior
expressdo de OsHSP70.6 nas espiguetas em 400ppm de CO:z e o incremento da
expressao de OsHSP70CP1 nas espiguetas em 700ppm de CO2 atuam favorecendo
a tolerancia cruzada em nivel bioquimico e molecular entre déficit hidrico e estresse
térmico moderado. Por fim, o estudo indica que as plantas de arroz previamente
expostas ao déficit hidrico apresentam certa capacidade de melhorar as respostas em
termos de metabolismo antioxidante e proteinas de choque térmico quando
submetidas a alta temperatura.

Palavras-chaves: Oryza sativa. Estresse abi6tico. Seca. Efeito estufa.



Abstract

FEIJO, Anderson da Rosa. Selection of irrigated rice genotypes responsive to the
increase in the concentration of atmospheric carbon dioxide and investigation
of the phenomenon of cross-tolerance between abiotic stresses. Advisor: Luis
Antonio de Avila. 2021. 169f. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) - Plant Physiology
Graduate Program, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Climate changes caused by increased emissions of carbon dioxide and the abiotic
stresses associated with this effect (water stress and extreme temperatures) have
challenged scientists to understand these effects on cultivated plants to better adapt
systems to a resilient agriculture. In this sense, the general objectives of the thesis
were: 1) to characterize and select rice genotypes in terms of responses to the increase
in COz2; 2) to evaluate the priming effect of the water deficit in the vegetative stage on
the responses of rice plants subjected to heat stress in anthesis. To achieve these
objectives, two studies were carried out. The results of the first study showed that
genotypes with a positive grain yield ratio between the low and normal density ratio
are also more responsive to CO2. The rice genotypes present contrasting responses
to the increase in atmospheric CO2. The Queréncia and EP106 genotypes showed
greater responsiveness to high CO:z in terms of grain yield. The results referring to the
second study indicate that in the concentration of 400ppm CO: the previous stress due
to water deficit in the vegetative stage reflects in the reduction of the H202 content in
flag leaves when the plants are exposed to severe heat stress in the anthesis. While
at 700ppm CO:2 the enzyme antioxidant system presents greater activity under severe
heat stress in anthesis when the plants are previously subjected to water deficit in the
vegetative stage. In addition, the increase in superoxide dismutase (SOD) activity on
the flag leaf, the greater expression of OsHSP70.6 in spikelets in 400ppm COz2, and
the increase in the expression of OsHSP70CP1 in spikelets in 700ppm CO: act
favoring cross-tolerance at the biochemical and molecular level between water deficit
and moderate heat stress. Finally, the study indicates that rice plants previously
exposed to water deficit have a certain ability to improve responses in terms of
antioxidant metabolism and heat shock proteins when subjected to high temperature.

Keywords: Oryza sativa. Abiotic stress. Drought. Greenhouse effect.
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1 Introducdo geral

A cultura do arroz destaca-se no cenario agricola mundial com a terceira maior
producdo dentre os cereais cultivados, atingindo producdo anual de cerca de 756
milhdes de toneladas de grdos em casca, ficando atras apenas da producéo de milho
e trigo (FAO, 2019). Além disso, o arroz € considerado como uma das mais
importantes fontes de alimento para a nutricdo humana em varias regiées do mundo,
servindo como o suprimento basico de calorias para mais da metade da populacao
mundial (JAGADISH; MURTY; QUICK, 2015; ZHANG et al., 2014, ZHANG et al.,
2019), de tal forma que esta cultura apresenta papel estratégico na solucao de
guestdes de seguranca alimentar (SOSBAI, 2018).

Os fatores abiéticos como temperatura, disponibilidade de agua e concentracao
de CO:2 sé@o importantes reguladores das fun¢gbes metabdlicas do crescimento e
desenvolvimento vegetal. Assim, as mudancas climaticas provavelmente irdo impactar
a habilidade das culturas em atingir as demandas crescentes de alimentos e fibras,
para satisfazer as necessidades da populacdo mundial que segue em plena expanséao
(ASPINWALL et al., 2015). Portanto, sabe-se que a vulnerabilidade da produtividade
das principais culturas frente as mudancas climaticas associadas principalmente as
emissOes antropogénicas de gases de efeito estufa constitui-se em ameaca real para
a seguranca alimentar mundial (BEGCY; DRESSELHAUS, 2018; ZISKA, 2016).

As mudancas climaticas sdo caracterizadas como as alteragdes das variaveis
climaticas que persistem por longos periodos. Estas mudancas podem ser resultantes
de forcas naturais, como a atividade solar e as erup¢des vulcanicas, e resultantes
também das atividades humanas, como a queima de combustiveis fosseis e o
desmatamento. Sendo assim, 0s gases responsaveis pela ocorréncia do efeito estufa
emitidos por fontes naturais ou antropogénicas sao 0s principais causadores das
mudancas e das variabilidades climaticas. Dentre os principais gases que contribuem
para o efeito estufa incluem-se o diéxido de carbono (CO3), 0 metano, o 6xido nitroso,
os halocarbonetos e o ozbénio (BOOKER et al.,, 2009; VARANASI; PRASAD;
JUGULAM, 2016). Nos cenarios de projecdes climaticas para este século,
considerando-se a auséncia de mitigacbes para restringir a emissao dos gases de
efeito estufa, estima-se que no ano de 2030 a concentracdo de equivalente CO:
exceda os 450 ppm, e possivelmente a concentragao atinja valores entre 750 e 1300
ppm ao final do século (IPCC, 2014).



22

Em plantas com metabolismo C3, como por exemplo a cultura do arroz, o
elevado CO: atmosférico leva ao aumento da concentracao intracelular de CO: e da
razdo CO2/O2, impactando no incremento da taxa fotossintética e na reducdo da
fotorrespiragédo, proporcionando a obtengdo de maiores produtividades, além disso,
favorece a reducdo da conduténcia estomatica e da taxa de transpiracdo, o que
conseguentemente aumenta a eficiéncia do uso da agua (CHATURVEDI et al., 2017a;
DWIVEDI et al., 2015; LEAKEY et al., 2009).

No entanto, apesar dos efeitos positivos do incremento de CO2, as alteracdes
climaticas podem afetar negativamente a agricultura através da elevagdo das
temperaturas, da radiacdo solar e variacdes no regime de precipitacdo, causando a
ocorréncia de fenbmenos extremos, como secas e inunda¢cdes. Sendo assim, as
mudancas climéticas representam uma grande preocupacao para 0 setor agricola
mundial devido aos possiveis impactos negativos sobre a produtividade dos
agroecossistemas e a intensificagcao das interacdes entre culturas, plantas daninhas
e pragas em consequéncia das condi¢cdes climaticas desfavoraveis (VARANASI;
PRASAD; JUGULAM, 2016). Em relacdo a cultura do arroz sabe-se que além da
projecédo do incremento na temperatura, as incertezas nos padrdes de precipitacéo,
com reducdo das chuvas, em conjunto com a rapida expansao da urbanizacdo e
industrializacdo nos paises em desenvolvimento, aumentam os desafios para se
produzir arroz irrigado (JAGADISH; MURTY; QUICK, 2015).

Os impactos agregados do efeito estufa, das mudancas climaticas e seus
efeitos secundarios causados pelas emissdes dos gases, ainda ndo estdo bem
elucidados e de fato, muitos desses impactos e suas interagcdes ainda nao foram
guantificados de forma confiavel, especialmente a nivel de agricultura global
(GORNALL et al., 2010). Assim, torna-se importante identificar e avaliar opcdes de
adaptacdo aos impactos das mudancas climéticas nas proximas décadas.
Pesquisadores de todo o mundo estdo continuamente envolvidos no desenvolvimento
de diversas estratégias de adaptacdo para mitigar os impactos das mudancas
climaticas sobre a seguranca alimentar (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019; KUMAR,
2016). Portanto, para aumentar a producdo de alimentos e a0 mesmo tempo abordar
as mudancgas climéticas visando suprir as demandas exigidas pelo crescimento
populacional é necessério identificar as caracteristicas das culturas adaptadas as
condicGes ambientais futuras (YOSHINAGA et al., 2020). Sabe-se que o screening de

um grande numero de genotipos a campo e a avaliacdo da magnitude das interacdes
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entre gendtipo e ambiente torna-se muito importante na identificacdo de genaétipos
capazes de suportar condicOes de estresses e principalmente maximizar a
produtividade em condi¢des ideais de cultivo (ASPINWALL et al., 2015).

Em se tratando especificamente da cultura do arroz, sabe-se que trabalhos tém
sido realizados para avaliar os efeitos das mudancas climéticas sobre a cultura,
sobretudo o efeito do aumento da concentracéo de CO: e alteracGes na temperatura
(WANG et al.,, 2019b; ZISKA; MANALO; ORDONEZ, 1996; ZISKA; TERAMURA,
1992). De fato, durante o ultimo século os programas de melhoramento vegetal
conseguiram aumentar significativamente a produtividade de diversas culturas, por
outro lado ainda ndo esta elucidado se os gendétipos melhorados, denominados
modernos, também desenvolveram maior sensibilidade ao CO2 atmosférico (ZISKA et
al., 2012).

Em estudo realizado por Kim et al. (2013), foi proposto a utilizacdo de um
modelo de simulacédo de culturas como ferramenta potencial para avaliar os impactos
das alteracBes climaticas sobre a producdo de arroz, tornando possivel obter-se
melhor compreenséo das respostas da cultura as interagdes entre COz e temperatura,
porém um fator limitante desta ferramenta é que a sua utilizacdo € recomendada para
condi¢cOes na escala local e regional na qual o trabalho foi desenvolvido.

Um método desenvolvido no final da década de 1980 e que tem sido utilizado
por pesquisadores em todo mundo para avaliar as respostas das culturas, inclusive
do arroz, sob crescimento em elevada concentracédo de CO2, baseia-se na técnica de
enriguecimento do ar livre com CO:2 (Free-air CO2 enrichment - FACE), neste caso
ocorre 0 aumento da concentracdo de CO: através da inje¢do direta de CO2 na
atmosfera que se dilui com o ar natural (KIMBALL; KOBAYASHI; BINDI, 2002;
NAKAMURA et al., 2012; SHIMONO et al., 2009).

No entanto, os estudos em que sao realizadas fumigagdes de CO:2 tornam-se
extremamente caros, ndo séo facilmente acessiveis e geralmente possuem espago
limitado para realizar selecdo de gendtipos em larga escala. Portanto, ainda néo
existem dados suficientes para se iniciar programas de melhoramento de culturas
responsivas ao elevado COg, inclusive com arroz. Neste sentido, foi desenvolvido um
novo método mais simples de fenotipagem para identificar genétipos de arroz
potencialmente responsivos ao CO2, esse método se baseia na correlacdo positiva
entre maior resposta produtiva em baixa densidade de cultivo a campo e a

responsividade ao elevado CO-. Portanto, neste método a primeira etapa € realizada
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em larga escala a campo, onde sdo pré-selecionados 0s genoétipos que apresentam
alta plasticidade fenotipica quando cultivados em baixa densidade de plantas, entdo
posteriormente estes genotipos sao validados quanto a sua capacidade de resposta
ao elevado CO2 em ambiente com atmosfera controlada (SHIMONO et al., 2014).

Os cenérios relevantes para as mudancgas climéticas futuras ndo incluem
apenas a elevada concentragcdo de CO2 atmosférico, mas também eventos climaticos
extremos, como 0 aumento na ocorréncia de ondas de calor e periodos de seca (LI et
al., 2019c). Considerando tais condi¢des futuras adversas para o cultivo das plantas,
a obtencdo de gendtipos com alta responsividade ao elevado CO: talvez ndo seja o
suficiente para garantir niveis satisfatorios de produtividade na cultura do arroz.
Portanto, além de responsivos ao elevado CO:2 os genotipos devem apresentar
capacidade de tolerar os estresses que possam afetar a cultura ao longo do ciclo,
como 0s estresses causados por déficit hidrico e alta temperatura. Neste sentindo,
trabalhos tém sido desenvolvidos para ampliar o conhecimento a respeito dos efeitos
destes estresses sobre diversos processos fisiolégicos das plantas, principalmente
durante o estadio reprodutivo da espécie (JAGADISH et al., 2011; RANG et al., 2011).

Como sdo organismos sésseis, portanto, incapazes de se afastar e evitar
condi¢cdes ambientais desfavoraveis para seu desenvolvimento, como por exemplo a
alta radiacao, os extremos de temperatura, a seca, o alagamento e a salinidade, as
plantas utilizam uma série de mecanismos regulatérios, como a deteccao e
sinalizagcdo do estresse, transducdo de sinais, regulacdo da expressdo génica,
alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e morfologicas na tentativa de atenuar os efeitos
causados pelos diversos tipos de estresses que enfrentam (HUSSAIN et al., 2018;
QIN; XU; ClI, 2017).

Os efeitos dos estresses causados pela seca e alta temperatura sobre a
produtividade de graos sdo complexos, pois afetam diversas enzimas e
transportadores, localizados tanto nas folhas, quanto nas sementes, impactando
negativamente desde processos como a assimilagcdo e mobilizacdo de nutrientes na
planta, acumulo de reservas, fertilizacdo, embriogénese, até o desenvolvimento de
sementes (BEGCY; DRESSELHAUS, 2018; KILLI et al., 2017; SEHGAL et al., 2018).
De fato, 0 estresse causado por déficit hidrico € uma das principais limitacées para a
producdo agricola ao redor do mundo. O déficit hidrico impacta varios aspectos do
crescimento e desenvolvimento vegetal, como caracteristicas morfolégicas e

anatdmicas, os processos fotossintéticos, a respiracéao celular e o balan¢co hormonal
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(CHEN et al., 2011; HOSSAIN et al., 2016). Foi observado que a ocorréncia de déficit
hidrico na cultura do arroz causa reducdo no percentual de germinacao, no indice da
taxa de germinacdo e no coeficiente de velocidade de germinacdo, reducdo do
crescimento de plantulas, dos pigmentos fotossintéticos, do contetdo de 4gua, e da
taxa fotossintética, além de induzir o incremento da producdo de H202 e aumentar a
peroxidacao lipidica (CHEN et al., 2017; SOHAG et al., 2020).

O déficit hidrico € um fator importante que determina a produtividade da cultura
do arroz, principalmente em &reas de varzea com inundacGes ndo continuas, que
dependem de precipitagBes pluviométricas. Sendo que, a seca severa coincidindo
com o desenvolvimento vegetativo e com o florescimento da cultura sdo muito comuns
e importantes nas perdas de produtividade, assim como, a ocorréncia de seca
moderada durante o estadio de pos-florescimento. A ocorréncia de déficit hidrico antes
do estadio de florescimento geralmente atrasa o periodo de floracdo da cultura do
arroz, consequentemente o atraso no florescimento estd negativamente relacionado
com a produtividade de gréos, percentuais de paniculas férteis e de graos cheios
(PANTUWAN et al., 2002).

O estresse térmico por temperatura elevada ocorrido durante o periodo
reprodutivo (gametogénese e florescimento) causa impactos irreversiveis para as
plantas de arroz, sendo que a exposi¢cao em curto periodo de estresse que coincide
com os estadios criticos, apresenta impactos equivalentes a episodios mais longos de
ocorréncia deste tipo de estresse (SHI et al., 2015a). O aumento da temperatura altera
a cinética da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase (RUBISCO), reduzindo a
especificidade da enzima por CO2 em relacdo ao O2, induzindo a maior atividade
oxigenase, temperaturas altas também reduzem rapidamente a solubilidade do CO:
em relacdo ao Oz, resultando em maior disponibilidade de O: para reagir com a
RUBISCO, estimulando a fotorrespiracdo (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015).
Em plantas de arroz a ocorréncia de alta temperatura causa incremento da
peroxidacao lipidica, seguida pelo extravasamento de eletrolitos, resultantes da maior
producéo de H202 (EL-ESAWI; ALAYAFI, 2019). O estresse por calor altera processos
reprodutivos normais, como a deiscéncia de anteras, polinizagcédo, germinacdo dos
grados de pdlen e o crescimento do tubo polinico até o ovéario (SHI et al., 2015b). Os
impactos negativos causados pelo estresse térmico por calor sdo oriundos do mal
dobramento e desnaturacdo de proteinas, impactando gravemente sobre a

integridade do proteoma celular. Visto que, as proteinas mal dobradas e seus
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agregados sdo potencialmente toxicos para as células. Portanto, essas proteinas
precisam ser redobradas, degradadas ou translocadas para compartimentos celulares
especializados (SEDAGHATMEHR et al., 2019). No estadio de enchimento dos graos
de arroz este tipo de estresse causa a redugcdo no acumulo de amido e proteinas
durante o desenvolvimento da cariopse, resultando em grédos mais leves e de menor
gualidade nutricional. A ocorréncia do estresse térmico no estadio de enchimento de
graos aumenta amplamente a expressdo de genes que codificam as proteinas do
grupo das heat shock proteins (HSPs) (YAMAKAWA; HAKATA, 2010), as quais atuam
como proteinas chaperonas conhecidas por serem fundamentais na protecdo de
células sob estresse térmico, pois atuam garantindo a configuracdo nativa e a
funcionalidade de inUmeras outras proteinas celulares (WANG et al., 2016b).

O aumento da variabilidade climatica e episddios mais frequentes de condi¢cdes
extremas também resultam em plantas expostas ndo apenas a um Unico evento de
seca, mas também a multiplos estresses abidticos em diferentes periodos. Embora os
estresses abibticos que ocorrem em diferentes estadios resultem em um maior risco
de danos, eventos prévios de estresse podem preparar a planta para protegé-la contra
estresses posteriores (LI; LIU, 2016). Estudos tém comprovado que as plantas podem
reconhecer um fator estressante inicial a partir de uma exposi¢ao prévia ao estresse,
sendo capazes de alterar sua resposta a um estresse subsequente. O processo
envolvido no desenvolvimento de uma melhora na resposta a um estresse futuro é
denominado de priming, esse fenbmeno pode envolver o acimulo de proteinas de
sinalizagdo nas suas configuracdes inativas, as quais se tornam ativas sob condicao
de estresse, incremento no conteddo de prolina e glicina betaina. O efeito priming
também pode ser resultante de alteracdes epigenéticas, que por sua vez, podem ser
causadas pela metilacdo do DNA, modificacdo das histonas ou remodelacdo das
cromatinas, sem que ocorram alteragdes na sequéncia de nucleotideos (BRUCE et
al., 2007; QIN; XU; CI, 2017; WANG et al., 2018d). O efeito priming tem sido estudado
em diversas espécies e com diferentes fatores priming, como a pré-exposicdo ao
déficit hidrico (ABDALLAH et al., 2017; ABID et al., 2016; QIN; XU; ClI, 2017; WANG
et al., 2018d), a alta temperatura (FAN et al., 2018; SANYAL; MISRA; SAINI, 2018;
WANG et al., 2014a) e a baixa temperatura (SUN et al., 2018).

Baseado nos processos do efeito priming, existe o fendbmeno conhecido como
tolerancia cruzada a estresses em plantas, o qual ocorre quando as respostas

vegetais causadas por um primeiro periodo de estresse melhoram o desempenho de
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resposta frente a um outro tipo de estresse, esse fenbmeno pode ser desencadeado
guando a planta é exposta a diferentes fatores estressantes em periodos distintos no
ambiente no qual se desenvolve (FOYER et al., 2016; MUNNE-BOSCH; ALEGRE,
2013). A tolerancia cruzada a estresses apresenta importancia muito significativa para
as plantas. Visto que, na maioria das situa¢cdes no ambiente uma planta ndo € exposta
a apenas um fator de estresse continuo e Unico, mas sim a varios outros fatores
estressantes, que podem ocorrer concomitantemente ou em diferentes estadios de
desenvolvimento vegetal (MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2013).

Estudos com diversas espécies de plantas submetidas a estresses primarios
tanto por alta, quanto baixa temperatura, mostram que quando expostas ao estresse
inicial estas plantas desenvolvem tolerancia cruzada a outros inUmeros estresses,
como por exemplo estresse por déficit hidrico e salinidade (HOSSAIN et al., 2017).

A maioria dos estudos nao representam as condi¢cdes de estresse esperadas
para o futuro, sendo que raramente as investigacdes abordam os estresses por calor
e déficit hidrico sob situagcdo combinada, e muito menos sob elevada concentracéo de
CO2 (ZINTA et al.,, 2014). Visto que, nos estudos que tém sido realizados sobre
tolerancia cruzada a estresses, apenas o0s efeitos dos fatores estressantes s&o
considerados, como por exemplo déficit hidrico e alta temperatura (WANG et al.,
2014b), sendo que, faltam informacdes a respeito do impacto do aumento do CO:
atmosférico sobre o fendbmeno da tolerancia cruzada ao estresse em plantas,
tornando-se fundamental o desenvolvimento de estudos que foquem na integracao
entre a alta concentracdo de CO2z e 0s aspectos envolvidos na tolerancia cruzada a
estresses.

Assim, a avaliacdo e a melhor compreenséao dos efeitos dos componentes das
mudancas climaticas, principalmente o incremento na concentracdo de COz, 0
aumento da temperatura e o déficit hidrico sobre a agricultura é muito importante para
antecipar e adaptar praticas que possibilitem maximizar a producdo agricola nos
cenarios climaticos futuros. Portanto, os objetivos gerais deste estudo foram avaliar
as respostas de genotipos de arroz irrigado frente ao aumento de CO2 atmosférico, e
investigar o fendbmeno de tolerancia cruzada entre estresses causados por déficit

hidrico e por alta temperatura na cultura do arroz.
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2 Revisao de literatura: Tolerancia cruzada e o aumento da concentracao de
COzatmosférico
As plantas s&o organismos que apresentam a capacidade de desenvolver o

mecanismo de memoéria do estresse sofrido de maneira que, ao passarem
previamente por uma condicao de estresse, sdo capazes de armazenar informacoes
geradas durante esse evento adverso para enfrentar de maneira eficiente outro
possivel estresse que possa acontecer no decorrer do seu ciclo. Neste contexto, o
estresse prévio responsavel por induzir a memoria tém sido definido na literatura como
priming (HILKER et al., 2016; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016). Em alguns casos a
memoaria do estresse induzida por determinado priming pode também ser transferida
das plantas maes para as progénies, resultando em memoéria de estresse
intergeracional ou transgeracional (MOZGOVA et al., 2019). Como visto, a memoria
do estresse requer o armazenamento de informacdes, o que nas plantas, obviamente
é realizado na auséncia de sistema nervoso ou cérebro central. Portanto, a memoria
das plantas pode ser construida através das regulacdes epigenéticas, via metilacdo
do DNA e alteracdes nas histonas, além de regulacgéo transcricional, modificacdes pos
translacional, alteracdes nos niveis de fitormoénios, fatores de transcricdo e
metabolitos envolvidos na sinalizacdo de rotas metabdlicas importantes envolvidas
nas respostas contra estresses (BHADOURIYA et al., 2021; CHANG et al., 2020;
CRISP et al., 2016; HILKER; SCHMULLING, 2019).

Tem sido amplamente reportado que as plantas podem desenvolver diferentes
mecanismos de memoria frente a diversos tipos de estresses recorrentes, como por
exemplo, estresse por seca (AULER et al., 2017), alagamento (LI et al., 2011), alta
temperatura (BRZEZINKA; ALTMANN; BAURLE, 2019), baixa temperatura (ZUTHER
et al., 2019) e salinidade (AMARAL et al., 2020). Embora o maior foco das pesquisas
ainda seja dado ao estudo da memadria em relagdo a um unico fator indutor de estresse
gue ocorre de maneira recorrente durante o ciclo, sabe-se que em condi¢cdo de campo
a realidade € muito mais complexa, e existe probabilidade de as plantas serem
expostas a mais de um tipo de fator de estresse transiente ao longo do ciclo de vida.
Neste sentido, tem sido observado que a partir de um primeiro evento de estresse
(priming), algumas espécies desenvolvem a tolerdncia a um ou mais estresses
abidticos ou bidticos diferentes do inicial. Este fendmeno, baseado na aquisicdo da
memoria do estresse, € conhecido na literatura como tolerancia cruzada(CHUA;
FITZHENRY:; DALY, 2019; SONG,; LEI; TIAN, 2005).
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Nas plantas o fenbmeno de tolerancia cruzada tem sido reportado para diversos
estresses, principalmente entre aqueles estresses que ativam mecanismos de
respostas metabolicas iguais ou similares. Estudos mostram que a sinalizacdo da
tolerdncia cruzada estad vinculada, entre outros componentes, ao incremento na
concentracdo de célcio citosodlico, o qual atua como mensageiro secundario na
percepcdo e sinalizacdo de diversos estresses. A tolerancia cruzada também é
desencadeada pelo aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
com énfase na acdo do peroxido de hidrogénio (H202), através da sinalizacdo
oxidativa e da regulacdo associada a expressado de genes por meio de um centro de
sinalizacéo redox. Além disso, ha o envolvimento dos niveis elevados de 6xido nitrico,
e incremento na sintese de osmoélitos como prolina, glicina betaina e trealose
(BARTOLI et al., 2012; BOWLER; FLUHR, 2000; HOSSAIN et al., 2017; LI; GONG,
2011). O H202, apresenta papel central na tolerancia cruzada sendo componente
fundamental na rede de sinalizacdo da tolerancia ao estresse, uma vez que em
resposta a qualquer estresse, é observado aumento da sua producdo (PASTORI,
FOYER, 2002; SEWELAM; KAZAN; SCHENK, 2016). Em situacOes de estresse
cruzado, a maioria das rotas de respostas atuam para limitar a ocorréncia dos danos
oxidativos durante o segundo estresse. Isto pode ser a causa da ligagao entre muitos
fendbmenos de tolerancia cruzada, visto que as EROs, e consequentemente, os danos
oxidativos aumentam em inUmeras respostas de estresses, bem como pode haver a
interacdo dos estresses sobre a inducdo das HSPs e a sinalizacdo hormonal
(FRIEDRICH et al., 2019).

Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, o fendbmeno de tolerancia cruzada entre
0 estresse induzido por alta temperatura e a anOxia depende do incremento na
expressao das HSPs, que por sua vez é regulada pela concentracdo de sacarose
(BANTI et al., 2008), e principalmente pelo fator de transcrigdo HsfA2 (Heat shock
factor A2), sendo que a inducéo inicial desta cascata de sinalizagédo é realizada via
moléculas de ERO, neste caso, especificamente pelo H202 (BANTI et al., 2010).

As atividades das HSPs também podem ser consideradas primordiais para a
ativacao da tolerancia cruzada. Estas proteinas atuam nos mecanismos de tolerancia
para diversos tipos de estresse (ALl; BANO; FAZAL, 2017; HASAN et al., 2017,
KUMAR et al.,, 2020). O desenvolvimento da tolerancia cruzada entre estresse
induzido por alta e baixa temperatura em Vitis vinifera demanda a atividade chaperona

das HSPs, uma vez que a exposi¢cao prévia tanto a alta quanto a baixa temperatura
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induz maior expresséo no nivel transcricional e translacional de sHSP17.6 e HSP70,
principalmente nos cloroplastos e mitocéndrias, quando as plantas sdo expostas ao
segundo estresse, resultando em tolerancia cruzada (ZHANG et al.,, 2008). Em
Nicotiana tabacum, por exemplo, a NtHSP70-1 localizada no nacleo é capaz de induzir
a termotolerdncia e a tolerdncia ao déficit hidrico, pois essa proteina atua
principalmente nos mecanismos de prevencdo da fragmentacdo e degradacdo do
DNA nuclear (CHO; CHOI, 2009). Em arroz também foi constatada a importancia das
HSPs sobre a tolerancia entre diferentes estresses. Através da pré-exposicdo das
plantas a alta temperatura (42°C) é desencadeada a tolerancia a radiacéo ultravioleta
B, principalmente devido ao aumento da inducédo de sHSP17.7, a qual contribui
significativamente para reduzir o estresse oxidativo (MURAKAMI et al., 2004). Na
tolerancia cruzada entre alta temperatura e toxicidade por cobre, a pré-exposi¢cao ao
calor incrementa a expressao de HSP70, que acaba interagindo com as MAPKs
(mitogen-activated protein kinase) durante o estresse por toxidez de cobre, resultando
na inibicdo da apoptose celular (CHEN et al., 2008). As MAPKs s&o conhecidas por
atuarem em cascatas de sinais de respostas em diversos estresses (KUMAR et al.,
2021), portanto, a sua possivel desativacdo na interagdo com HSP70 constitui um
novo mecanismo de tolerancia cruzada. Sendo assim, dois possiveis processos foram
propostos para explicar este fendmeno, o primeiro considera que o0 estresse prévio
por calor pode ativar de maneira muito rapida e transiente as MAPKs, sem que ocorra
0 inicio do processo de morte celular, e 0 segundo processo considera que o calor
ativa MAPKs e que estas induzem o acumulo de HSPs, que por sua vez, desativam
as MAPKSs durante o estresse por cobre, evitando a morte celular (CHEN et al., 2008).

Os sistemas antioxidantes enzimatico e ndo enzimatico também desempenham
fungbes fundamentais no desenvolvimento da tolerancia cruzada entre alguns
estresses nas plantas. O priming por déficit hidrico é capaz de induzir a tolerancia
cruzada contra o estresse por frio em plantas de Cicer arietinum. O mecanismo
envolvido neste episédio de tolerancia cruzada, além de abranger a atividade de pelo
menos duas HSPs (CaHSP18.5 e CaHSP22.7), também envolve o incremento na
atividade de importantes enzimas antioxidantes, como a catalase, a ascorbato
peroxidase e a glutationa redutase (SAINI et al., 2019). Além disso, recentemente,
também foi comprovado o envolvimento da HSP18.5 e HSP22.7 e das enzimas

antioxidantes (SOD e CAT) na tolerancia cruzada ao estresse por alta temperatura
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(34°C), desencadeada pelo priming por déficit hidrico em plantas de C. arietinum
(YADAV; JUNEJA; KUMAR, 2021).

Estudo prévio revela que a tolerancia cruzada entre estresse por alta
temperatura e salinidade em trigo envolve principalmente um mecanismo governado
pela maior indugdo do sistema antioxidante enzimatico, através das enzimas
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT),
acarretando na reducdo do teor de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), indicadores de peroxidagdo lipidica (LEI; SONG; FU, 2005).
Aparentemente, a maior atividade de enzimas chaves envolvidas na sintese de prolina
e, consequentemente, no acumulo de prolina nos tecidos, também desempenham
importante funcdo neste caso de tolerancia cruzada (SONG; LEI; TIAN, 2005). Além
disso, em trigo os resultados também sugerem que o priming através de déficit hidrico
pode desencadear tolerancia cruzada transgeracional contra o estresse salino,
principalmente devido ao maior acumulo de moléculas osmoprotetoras, como a
propria prolina e a glicina betaina (TABASSUM et al., 2017).

Sabe-se também que a pré-exposicao das plantas de trigo a seca durante a
fase do alongamento de caule desencadeia a tolerancia cruzada ao estresse por calor
na fase de enchimento de grédos, sendo obtida maior produtividade nas plantas
submetidas previamente a seca em relacdo aquelas que sdo expostas apenas ao
estresse térmico. Possivelmente, isso € devido ao menor dano no aparato
fotossintético, mantendo relativamente alta a taxa de assimilacdo de CO:2 das plantas
submetidas previamente ao estresse no estadio vegetativo (WANG et al., 2014b).

A salinidade e o déficit hidrico causam certos efeitos similares nas células
vegetais como, por exemplo, o desequilibrio ibnico e a hiperosmoticidade,
prejudicando principalmente a eficiéncia do aparato fotossintético. Entretanto, foi
descoberto que o priming via estresse salino reduz os danos causados pela exposi¢céo
sequencial ao estresse induzido por déficit hidrico através da aclimatacdo da
fotossintese, possivelmente pelo fato do priming possibilitar a indu¢do do quenching
nao fotoquimico no fotossistema Il, 0 aumento da capacidade de transporte de
elétrons pela plastoquinona, e a manutengéo do fluxo ciclico de elétrons e da atividade
da ATP Sintase (YANG et al., 2020).

Estudo realizado com arroz (Oryza sativa), avaliando a ocorréncia da tolerancia
cruzada ao estresse salino através do priming via exposi¢ao a radiacdo ultravioleta B,

mostra que o estresse prévio induz uma cascata de sinalizagéo que ativa a maquinaria
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antioxidante e permite melhorar a capacidade da planta em suportar a salinidade,
especificamente pela maior atividade da SOD, CAT e APX. Além disso, os autores
sugerem que quando o priming ocorre sobre a semente possivelmente ha o acumulo
de fatores de transcricdo, metabdlitos protetores e alteracdes epigenéticas que
contribuem de forma eficiente para a tolerancia cruzada (DHANYA THOMAS;
DINAKAR; PUTHUR, 2020).

Apesar dos avancos significativos sobre a compreensdo do fendmeno de
tolerancia cruzada em plantas, o conhecimento em relacdo ao impacto do elevado
CO2 atmosférico sobre este fen6meno ainda nédo estéa elucidado.

O aumento da concentracdo atmosférica de CO2 pode afetar diretamente os
processos fisioldgicos da fotossintese e da transpiracdo das plantas. As respostas
fisiolégicas ao CO2 variam dependendo das espécies, e em particular, entre duas rotas
diferentes de fotossintese, denominadas C3 e C4. Em plantas C3, a enzima RUBISCO
ndo apresenta saturacdo por COz nas condi¢cdes atmosféricas atuais. Portanto, nas
concentragdes crescentes de CO:2 as plantas sdo capazes de aumentar a fixacao
liguida de carbono e, consequentemente, o crescimento vegetal (GORNALL et al.,
2010). Isto ocorre pelo fato de que a elevada concentracdo de CO:2 apresenta dois
efeitos diretos sobre a fisiologia das plantas C3. O primeiro efeito ocorre sobre a
atividade da enzima RUBISCO. A elevada concentracdo de CO: estimula a
fotossintese através do aumento da velocidade da reacdo de carboxilacdo da
RUBISCO, além de reduzir as perdas de CO: pela fotorrespiracdo ao diminuir a
velocidade da reacdo competitiva de oxigenacdo desta enzima. Um segundo efeito
fisiologico direto é a reducdo da condutancia estoméatica, o que consequentemente
melhora a eficiéncia no uso da agua. A curto prazo, geralmente ocorre a reducéo da
abertura estomética em resposta a elevada concentragédo de COz, via sinalizagao por
ABA através de receptores PYR/RCARs e ativacdo de canais de anions tipo-S
(SLAC1) (AINSWORTH; ROGERS, 2007; HSU et al., 2018; MERILO et al., 2013). A
longo prazo, a reducdo da condutancia estomatica € causada tanto pela diminuicédo
da abertura estomatica, quanto pela reducdo da densidade estomatica nas folhas
novas, desenvolvidas sob alto CO2. Sob elevado CO: a inibicdo do desenvolvimento
estomatico é regulada por mecanismos que ainda vém sendo elucidados. Inicialmente
foi constatado que uma enzima denominada 3-ceto acilcoenzima A sintase, codificada
pelo gene HIC, possui a capacidade de inibir o desenvolvimento estomatico, assim

como CIS1 (CO: insensitive 1) atua como componente importante na inibicdo da rota
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de sinalizacdo do desenvolvimento estomatico em elevado CO2, causando reducéo
da densidade estomatica (GRAY et al., 2000; HABERMANN et al., 2019; HE et al.,
2018; ZHENG et al., 2019).

Além disso, varios outros processos fisiolégicos sdo regulados indiretamente
pela condicdo de cultivo em atmosfera com elevada concentragdo de COg,
principalmente pelas vias de percepcéao e sinalizacdo dos carboidratos (THOMPSON
et al., 2017). Um exemplo disso é a regulacdo dos niveis de fitormbnios, como a
citocinina. O incremento na biossintese de citocininas em elevado CO2 é um processo
diretamente regulado por carboidratos gerados durante a fotossintese, de maneira
gue estes carboidratos induzem a expressao de dois importantes genes envolvidos
na rota de biossintese das citocininas (AtIPT3 - adenosine phosphate-
isopentenyltransferase e CYP735A2 - cytochrome P450 monooxygenase gene) (KIBA
et al., 2019). Foi constatado que o incremento de CO2 também induz aumento da
biossintese das auxinas e estrigolactonas nos ramos e no sistema radicular,
respectivamente. Estes dois fitorménios atuam em uma cascata de sinalizacéo
sistémica redox via auxina-estrigolactona que facilita a simbiose entre plantas e
fungos micorrizicos arbusculares, o que consequentemente favorece o incremento na
eficiéncia de utilizacdo do fosfato (ZHOU et al., 2019). O incremento de CO2 também
altera os niveis de acido jasménico em plantas submetidas a herbivoria.
Recentemente foi observado que a expresséo dos genes LOX (lipoxygenase), AOS
(allene oxide synthase), AOC (allene oxide cyclase) e JAR (jasmonic acid resistance)
envolvidos na rota de biossintese do acido jasménico, bem como 0s niveis deste
fitormbnio, sdo impactados pelo incremento de CO2 atmosférico, entretanto, os
resultados sdo dependentes da espécie em questdo. Em plantas de Nicotiana
tabacum, por exemplo, o elevado CO: induz o incremento nos niveis de &cido
jasmonico, 0 que proporciona maior resisténcia ao ataque de insetos, como lagartas
da espécie Spodoptera litura. Por outro lado, em plantas de meldo o elevado CO:
decresce os niveis de acido jasmonico, ao ponto de causar reducdo na resisténcia
contra a herbivoria de Diaphania indica (ZHANG et al., 2020b).

Estudos também tém esclarecido o envolvimento do elevado CO: sobre o
metabolismo de assimilacdo do nitrogénio. O elevado CO:2 induz o incremento na
producdo de oxido nitrico por meio de uma via dependente da enzima 6xido nitrico
sintase, esta molécula por sua vez, impacta diretamente a modulacéo da atividade de

enzimas envolvidas na assimilacdo do nitrato e na arquitetura e crescimento do
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sistema radicular (ADAVI; SATHEE, 2019). Relacionado ao metabolismo de nitrogénio
foi descoberto que o aumento do CO: reduz a atividade das enzimas nitrato redutase
e glutamato sintase (GOGAT) nos tecidos foliares, ao passo que incrementa a
atividade destas mesmas enzimas nas raizes, de tal maneira esse comportamento
evidencia que sob elevado CO: a assimilag&o de nitrato e amodnia no sistema radicular
€ menos afetada do que em tecidos foliares (ADAVI; SATHEE, 2021).

Em plantas que apresentam o metabolismo C4 a elevada concentragcéao de CO:
nao estimula diretamente os processos fotossintéticos (LEAKEY et al., 2012), uma vez
gue plantas C4 apresentam um mecanismo intrinseco que permite aumentar a
concentracdo de CO:2 préximo ao local da atividade da enzima RUBISCO, para um
nivel em torno de 2000 ppm (KORRES et al., 2016). Além disso, plantas C4 sao
saturadas por CO2 a uma menor concentracdo interna deste gas (Ci), devido a
presenca da enzima PEPcarboxilase, a qual apresenta alta afinidade por HCOs"
oriundo da conversao do CO2 (KUMAR, 2016; TAIZ et al., 2017).

Estudos mostram que o aumento do COz2, além de estimular o crescimento
vegetal devido principalmente pelo incremento na fixagdo de carbono, pode também
contribuir para mitigar os impactos causados por diferentes estresses abidticos
(ABDELGAWAD et al., 2016). Um amplo estudo realizado com A. thaliana mostra que
o0 aumento do CO:2 pode mitigar os impactos do estresse causado pelo déficit hidrico
e por ondas de calor. A condi¢cédo de elevado CO: € capaz de reduzir os impactos dos
estresses em um nivel multiorganizacional. Analises bioquimicas e transcriptdmicas
indicam que o efeito do elevado CO:2 tem impacto importante sobre a reducao da
fotorrespiracao e alteracdes no metabolismo redox, com maior sintese de compostos
antioxidantes, como os polifendis, o ascorbato e uma maior atividade da enzima
catalase, melhorando a detoxificacdo de ERO nas células (ZINTA et al., 2014). De
maneira similar o estudo realizado por Zhang et al. (2019) revelou que o elevado CO2
atmosférico é capaz de mitigar os efeitos deletérios causados pelo estresse térmico
por alta temperatura em plantas de Solanum lycopersicum. Sob esta condi¢ao ocorre
incremento nos transcritos de RBOH1 (RESPIRATORY BURST OXIDASE 1)
resultando no acumulo de H20:2 nas células guardas. O H202 acaba desempenhando
uma fungdo primordial sobre o controle estomatico, de tal maneira que possibilita a
manutencdo do equilibrio entre a retengdo de agua e a perda de calor durante o

estresse térmico.
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Segundo resultados reportados por Naudts et al. (2013), o aumento na
temperatura e o elevado CO2 combinados apresentam efeito positivo para compensar
a reducdo na producdo de biomassa causada pela seca em Lolium perenne e
Plantago lanceolata, duas espécies com metabolismo fotossintético C3. Também em
plantas de L. perenne o efeito da seca foi menor em plantas cultivadas sob elevado
CO2, evidenciando o efeito protetivo do aumento de CO2 em termos de danos
oxidativos em proteinas e membranas (FARFAN-VIGNOLO; ASARD, 2012). Segundo
Li et al. (2019), frente a um estresse térmico por alta temperatura o incremento de CO:>
também impacta de maneira positiva o metabolismo de plantas de milho, contribuindo
principalmente para minimizar os efeitos do estresse sobre a taxa de assimilacdo do
carbono. O CO:2 age de forma a amplificar a expressdo génica de algumas HSPs,
como por exemplo HSP1 e CPN2 (ortéloga de HSP60 em Arabidopsis). Essas HSPs
atuam como chaperonas para evitar a deshaturacdo de enzimas plastidicas
importantes, com destaque para a RUBISCO, possibilitando a manutencdo e maior
eficiéncia do metabolismo fotossintético.

A elevada concentracdo de CO:2 é capaz de neutralizar o impacto negativo do
estresse salino sobre a fotossintese e a producdo de biomassa em plantas de
tomateiro (S. lycopersicum), envolvendo o incremento no nivel de transcritos RBOH1
e aumento dos niveis de H202 nos tecidos, os quais estao envolvidos ha homeostase
de sbdio nas células, na melhoria da manutengédo do conteudo de agua da planta
através do fechamento estomético, e ainda possivelmente na mitigacdo através da
ativacao de rotas integradas de detoxificacdo. Juntas estas respostas sao capazes de
aumentar a tolerancia ao estresse salino (TAKAGI et al., 2009; Y1 et al., 2015). Além
disso, um outro estudo revela que o elevado CO: atua na modulacdo da
interconversdo de poliaminas endbégenas, aumentando a concentracdo de
espermidina e espermina em detrimento da putrescina. Estas poliaminas podem atuar
modulando o sistema antioxidante enzimatico, incrementando a atividade da SOD,
CAT e POD, as quais removem os radicais livres (ZHANG et al., 2020e). Além disso,
também foi constatado que a espermidina é capaz de inibir o aumento da razao
Na*/K*. Portanto, estes mecanismos integrados sao capazes de melhorar a tolerancia
a salinidade (WU et al., 2018, WU et al., 2020).

Em plantas de Cucumis sativus, o enriqguecimento de CO:2 propicia melhora
significativa na tolerancia ao estresse salino principalmente por causar impacto direto

sobre o metabolismo de carboidratos ndo estruturais. O elevado CO2 aumenta a
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producdo de hexoses, pois incrementa a atividade das invertases que hidrolisam a
sacarose. E ainda promove o incremento no acumulo de amido, piruvato e acido
citrico, bem como incrementa a atividade das enzimas hexoquinase, piruvato quinase,
succinato desidrogenase e malato desidrogenase, sendo assim, esse ajuste entre
substratos e enzimas permite aumentar a eficiéncia metabdlica da glicolise e do ciclo
do acido tricarboxilico, fornecendo energia e intermediarios para manutencdo dos
processos metabdlicos celular durante o estresse salino (LI et al., 2020). Além disso,
o elevado CO: incrementa a atividade das H*-ATPases da membrana plasmatica e da
membrana vacuolar regulando o bombeamento de prétons e promovendo o efluxo de
Na* para o apoplasto e a compartimentalizacdo no vacuolo em condicdes de estresse
salino, o que melhora a atividade radicular, a condutividade hidraulica e a absor¢éo
de agua (LI et al., 2019b).

Um estudo revelou que plantas de videira (Vitis vinifera) cultivadas em elevado
CO2, com elevada temperatura e submetidas a seca moderada nédo foram afetadas
por danos oxidativos, possivelmente devido a alta taxa de consumo de elétrons
durante a fixacao fotossintética do carbono, evitando assim, que o excesso de elétrons
gerado em condicbes de estresse reaja com o O2 e produza uma quantidade
excessiva e desequilibrada de ERO nas células (SALAZAR-PARRA et al., 2012). A
alta concentracdo de CO2também se mostra eficiente na mitigacdo dos efeitos do
déficit hidrico em plantulas de C. sativus. Em condi¢des de seca o elevado CO: atua
em mecanismos fisiolégicos importantes para aliviar os efeitos do estresse, como o
incremento na sintese de ferredoxina, que pode resultar na maior eficiéncia do
transporte de elétrons fotossintéticos. O CO2 atua também na regulacdo negativa das
enzimas da rota de biossintese das clorofilas, como a magnésio quelatase, o que
contribui para limitar a absorcdo de energia solar em excesso. Além disso, ha uma
melhora na atividade do sistema antioxidante, principalmente devido ao incremento
na atividade da SOD e incremento do conteddo de prolina, a qual age no ajuste
osmotico celular, e por fim ocorre a reducédo no acumulo de substancias toxicas (CUI
et al., 2019a).

Na combinacdo com déficit hidrico, o elevado CO:2 atua na regulacdo sobre a
expressao de diversos genes, como o HPT1 (Homogentisate Phytyltransferase 1) que
codifica a enzima que participa da sintese de tocoferol, um importante agente
antioxidante lipossoluvel. Além disso, o0 CO2 também proporciona a mitigacdo dos

efeitos da seca através de respostas fisiologicas diretas, como a reducdo da
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condutancia estomatica, que resulta no aumento da eficiéncia no uso da agua, a qual
por exemplo, mantém a atividade fotossintética de plantas de soja durante o periodo
de déficit hidrico (BENCKE-MALATO et al., 2019). O incremento de CO2 atmosférico
também reduz a perda de &gua, mantendo a hidratacdo das folhas de plantas de
Agrostis stolonifera submetidas ao déficit hidrico. Neste caso o elevado CO: ainda
impacta na regulacao dos niveis enddgenos de alguns fitormdnios, como por exemplo
no incremento do conteudo de acido jasmonico, o qual é reconhecido por apresentar
importante fungdo de defesa celular contra estresses. A isopentanil adenosina, uma
forma predominante de citocinina em gramineas, também foi incrementada pelo
elevado CO2, mantendo o estimulo da producéo de perfilhos mesmo sob condicdo de
déficit hidrico (BURGESS et al., 2019).

Estudo realizado com café (Coffea arabica) mostra que a alta concentracéo de
CO:2 induz incremento significativo na expressao de genes das aquaporinas (CaTIP1,
CaPiP1 e CaPiP2) quando as plantas sdo submetidas ao déficit hidrico, em
comparacao com a expressdo na concentracdo normal de CO2. Como resultado, o
aumento na abundancia de aquaporinas possibilita a manutencdo da condutancia
hidraulica das plantas submetidas ao estresse por seca e, por fim, possibilita a
mitigac&o parcial dos impactos negativos do déficit hidrico (AVILA et al., 2020). Ja em
Solanum tuberosum, o elevado CO: induz maior tolerdncia ao déficit hidrico
principalmente através do estimulo diferenciado sobre a sintese de rafinose,
carboidrato que atua no ajuste osmoético das células durante o periodo de estresse
(BARNABY et al., 2019).

Como visto inicialmente, os estudos referentes ao fendbmeno de tolerancia
cruzada a estresses que consideram o aumento do CO2 como fator importante séo
ainda incipientes. Portanto, a partir de estudos que mostram efeito do aumento de
CO:2 na mitigacdo de impactos negativos causados por diversos estresses elencados
agui, sugere-se que o aumento deste gas na atmosfera também podera interferir

positivamente sobre a ocorréncia da tolerancia cruzada a estresses em plantas.
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3 Capitulo 1 - Caracterizacao e selecao de gendtipos de arroz irrigado
responsivos ao aumento da concentracdo de CO; atmosférico

3.1 Introducéo

A cada ano que passa a projecao construida por estudiosos de diversas areas
da ciéncia sobre a taxa de incremento da concentracdo de dioxido de carbono (CO2)
na atmosfera terrestre vem sendo confirmada através de dados obtidos e
apresentados pelo Global Monitoring Laboratory - National Oceanic and Atmospheric
Administration (https://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/), o qual nos mostra que
no ano de 2020 a concentragcédo de CO: atingiu o valor de 413 ppm, ou seja, cerca de
133 ppm acima da concentracéo observada no periodo pré-industrial (GRUNZWEIG;
DUMBUR, 2012; SCHEFFER; BROVKIN; COX, 2006). Modelos utilizados para tracar
cenarios para o final deste século, considerando diferentes esforcos de acbes de
mitigacao sobre a emissao de gases do efeito estufa, mostram que a concentracao de
CO2 podera atingir 936 ppm em 2100 (HAYHOE et al., 2017; IPCC, 2013).

O CO: e o substrato primario para a fotossintese das plantas, a fixagdo do CO:
da atmosfera em compostos organicos é processo fundamental para a manutencao
da vida na biosfera (GAMAGE et al., 2018; LAWLOR; MITCHELL, 1991; TAIZ et al.,
2017; YAMORI; HIKOSAKA; WAY, 2014). Neste sentido, talvez os Unicos aspectos
positivos do incremento desse gas na atmosfera sejam seus efeitos sobre as plantas,
destacando principalmente o efeito sobre a reducao da condutancia estomatica, a qual
resulta em maior eficiéncia no uso da agua pelas plantas, e o impacto direto sobre o
incremento da fotossintese de plantas, especialmente com metabolismo C3 (KUMAR,
2016). As plantas C3 em condicao de luz adequada necessitam, em geral, cerca de
800 a 1000 ppm de CO: para alcancar a saturacdo da fotossintese (LAWLOR;
MITCHELL, 1991). Ent&o, sob a concentracdo atual de CO2 atmosférico a enzima
RUBISCO em espécies C3 normalmente ndo atinge a saturacao de carboxilacao.
Portanto, o incremento do CO:z consequentemente causa aumento na taxa de
assimilacdo de CO:2 e, além disso, pode acarretar na reducao ou inibicdo das reagdes
de oxigenacdo desta enzima, reduzindo assim, as perdas pelo processo de
fotorrespiragcdo (MCGRATH; LOBELL, 2013; MIYAGI et al., 2019).

Devido a importancia mundial deste assunto, principalmente quando se trata

da temética da demanda futura de incremento na producdo de alimentos para suprir
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as necessidades da populagdo mundial cada vez maior e com aumento do consumo
per capita, nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos inUmeros estudos visando
melhor compreender os impactos do aumento da concentracdo de CO:2 sobre o
crescimento e desenvolvimento de diversas espécies vegetais (KIMBALL;
KOBAYASHI; BINDI, 2002; KIMBALL, 2016).

Como visto, sabe-se que teoricamente, de maneira geral, as espécies que
possuem metabolismo do tipo C3, como a propria espécie Oryza sativa, respondem
positivamente, melhorando o crescimento e produtividade em elevado CO:2 na
atmosfera. No entanto, estudos mostram que nem sempre este comportamento
esperado é observado na prética, sendo que em muitos casos ja se constatou alta
variabilidade de resposta ao CO- entre diferentes espécies C3 (KACIENE et al., 2017;
POORTER, 1993) e até mesmo significativa variabilidade intraespecifica em culturas
como arroz (O. sativa L.) (ZHU et al., 2014), soja (Glycine max L.) (SICHER; BUNCE;
MATTHEWS, 2010; SOARES et al., 2019), algoddo (Gossypium hirsutum L.)
(BROUGHTON et al., 2017), trigo (Triticum aestivum L.) (ESHGHIZADEH; ZAHEDI;
MOHAMMADI, 2018), feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (BUNCE, 2008) e quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.) (BUNCE, 2017).

Em levantamento recente abrangendo 90 estudos, 0s quais avaliaram a
variabilidade intraespecifica das plantas em elevado CO3, foi constatado que apenas
15 culturas foram alvo destas pesquisas, sendo que destes 90 trabalhos, 43% deles
foram conduzidos para avaliar apenas dois genétipos. Portanto, considerando a
grande diversidade genética encontrada em espécies de culturas comerciais, nota-se
gue estes estudos foram capazes de caracterizar as respostas de um baixo percentual
das cultivares e linhagens conhecidas das principais culturas ao redor do mundo
(SHIMONO et al., 2018), de tal maneira limitando a obtencédo de variabilidade de
recursos genéticos frente ao elevado COo..

Em estudo realizado com quatro gendtipos de arroz foi observado ampla
variabilidade sobre a responsividade das plantas ao CO2, neste caso foi constatado
incremento de até 50% no acumulo de massa seca no genétipo Deylamani, porém o
gendtipo denominado Shiroudi respondeu negativamente ao elevado COz, implicando
em reducgdo de 34% no acumulo de massa seca em relagdo as plantas cultivadas em
CO2 ambiente (KAZEMI; ESHGHIZADEH; ZAHEDI, 2018). Em outro estudo, também
avaliando gendtipos de arroz, uma grande variabilidade foi observada em relacdo as

respostas de produtividade de grédos em condicao de elevado CO2, de maneira que
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foi constatado uma faixa de incremento variando de 3 a 36% na produtividade entre
0s gendtipos avaliados (HASEGAWA et al., 2013). De acordo com Ziska et al. (1996),
essa variabilidade intraespecifica pode ser utilizada para selecionar cultivares
superiores, visando maximizar a produtividade das culturas em ambientes com
elevado CO..

Alguns estudos vém demonstrando que sob niveis das concentracfes de CO:
projetadas para a segunda metade deste século, poderdo ser alcangados incrementos
substanciais em produtividade, seja através de sele¢do ativa ou no desenvolvimento
de material vegetal responsivo em ambientes com elevado CO2. Porém, ainda sao
relativamente incipientes as pesquisas sistematicas avaliando a variabilidade
intraespecifica em relacdo ao rendimento sob niveis elevados de CO2 atmosférico
dentro de uma espécie cultivada (ZISKA et al., 2012). Alguns parametros fenotipicos
e fisiolégicos tém sido estabelecidos por pesquisadores para caracterizar os genotipos
guanto a responsividade ao incremento de CO2. Dentre os principais marcadores
utilizados, esta a taxa fotossintética das plantas, os componentes de produtividade
(nameros de perfilhos e paniculas por area, niumero de espiguetas por panicula e peso
de graos), assim como, a capacidade de dreno, que consiste no produto do nimero
de espiguetas e peso de grdos (HASEGAWA et al., 2013; HU; WANG; YANG, 2020;
LV et al., 2020).

A capacidade dreno tem sido o principal parametro atribuido a alta capacidade
de resposta que alguns genétipos apresentam frente ao incremento de CO:
(HASEGAWA et al., 2013). Em plantas de arroz responsivas, o elevado CO:2 contribui
para aumento na densidade de paniculas, numero de espiguetas por panicula e
densidade de espiguetas, 0s quais sdo componentes de rendimento relacionados
diretamente com a forca dreno das plantas (HASEGAWA et al., 2019; NAKANO et al.,
2017). Quando os tecidos drenos nao sao capazes de acumular a grande quantidade
de fotoassimilados sintetizados pelas plantas em ambiente com elevado CO2, acaba
ocorrendo acumulo de carboidratos nos tecidos fotossintéticos e, como consequéncia,
€ desencadeada uma reducéo da fotossintese via cascata de inibicdo por feedback
(AINSWORTH et al., 2004; GAMAGE et al., 2018). Portanto, aquelas plantas que
apresentam maior capacidade de for¢ca dreno conseguem manter a taxa fotossintética
elevada durante o desenvolvimento em alto CO2, principalmente apds a antese,

podendo assim resultar também no aumento de produtividade.
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No Brasil ainda sdo poucos os estudos realizados para elucidar os efeitos do
aumento do CO:2 sobre as plantas, sobretudo pesquisas que visem caracterizar e
selecionar genotipos sensiveis aos niveis crescentes de COz atmosférico. Portanto, o
desenvolvimento de trabalhos com objetivo de entender e aprofundar o conhecimento
a respeito do impacto do aumento de CO2 atmosférico sobre genétipos cultivados no
Brasil se faz necessario. Neste sentido, estudos que visam caracterizar genétipos de
arroz mais responsivos ao elevado CO: apresentam-se como ferramenta para a
obtencdo de material genético que possam ser direcionados para bancos de
germoplasma de programas de melhoramento de arroz destinados ao cultivo em
cenarios de mudancas climaticas.

Pesquisas relacionadas ao estudo dos impactos do incremento de CO:
atmosférico sobre as plantas demandam a utilizacdo de grande volume de CO: e
estruturas especializadas, como camaras de topo aberto (open top chambers — OTC)
e os sistemas FACE’s (Free-air CO> enrichment), as quais sdo equipadas com
sistemas de injecdo e controle do CO2. Neste sentido, experimentos desta linha de
pesquisa tornam-se onerosos. Assim, na maioria das pesquisas a avaliacdo de
espécies e genotipos se torna bastante limitada. Uma vez vista a dificuldade de avaliar
a variabilidade intraespecifica observada nas espécies, tém sido proposto novo
método a partir da realizacdo de um pre-screening de gendtipos em larga escala a
campo, objetivando pré-selecionar somente aqueles genotipos que possam
apresentar potencial real para uma resposta positiva em relagcdo ao aumento do CO:
atmosférico, para entdo serem validados em ambiente com enriguecimento controlado
de CO2 (SHIMONO, 2011).

O método de pre-screening que tem sido proposto é baseado na plasticidade
fenotipica das plantas, no qual diferentes densidades de plantas séo utilizadas para
avaliar a plasticidade de cada gendtipo. A baixa densidade de plantas reduz a
competicdo intraespecifica e aumenta potencialmente a disponibilidade de recursos,
como luz solar, 4gua e nutrientes para cada planta. No método de pre-screening é
proposto que o uso da baixa densidade de plantas pode mimetizar a maior
disponibilidade de recurso, assim como ocorre em uma situagcao de cultivo em alto
CO2, onde h&d uma maior disponibilidade deste recurso para a fotossintese (KIKUCHI
et al., 2017). O método de pre-screening pode favorecer para reduzir custos do
processo de selecdo de gendtipos mais responsivos ao aumento do CO2 atmosfeérico.

No entanto, segundo Shimono et al. (2014) o parametro escolhido pode limitar o
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potencial de resposta deste método. Em seu estudo, foi estabelecido o nimero de
paniculas por planta como o parametro de avaliacdo. Porém, ha uma necessidade de
realizar a fenotipagem direcionada para produtividade de grdos, em vez do namero
de paniculas. Visto que, apesar do niumero de paniculas ser um componente de
produtividade determinante para a produtividade em arroz, a capacidade de resposta
em relacdo ao numero de paniculas nem sempre apresenta correlacdo positiva com
a produtividade de graos (SHIMONO et al., 2014). Sendo assim, a caracterizacao de
gendtipos pelo pre-screening em baixa densidade de plantas utilizando o parametro
de nimero de paniculas pode, em certo ponto, distorcer as respostas de determinado
genotipo em relacéo a produtividade de gréos.

Portanto, neste estudo o enfoque foi especificamente direcionado para avaliar
a capacidade de resposta, em termos de produtividade de gréos, das plantas de arroz
cultivadas em baixa densidade em relagéo a densidade normal. E ainda, compreender
as respostas ao aumento de CO2 naqueles gendtipos que ndo atingem seu potencial
produtivo em baixa densidade de cultivo a campo.

Além da caracterizacéo e selecao de gendtipos responsivos ao incremento de
CO2em termos de produtividade de graos, outro aspecto importante a ser elucidado
€ o efeito deste gas sobre a qualidade das sementes produzidas por plantas cultivadas
na condicdo de elevado CO2. Sabe-se que as condi¢cdes ambientais de crescimentos
de plantas parentais como a temperatura, radiacéo solar, umidade e disponibilidade
de nutrientes influenciam a qualidade e germinabilidade das sementes. Neste sentido,
as diferentes condi¢cdes de CO2 também devem ser consideradas na avaliacdo da
gualidade de sementes produzidas (BAI et al., 2003). Porém, este tema tem sido
pouco abordado e elucidado nos estudos com arroz em elevado COx.

Alguns estudos mostram que o aumento do CO:2 atmosférico pode afetar a
gualidade das sementes produzidas nesta condi¢cdo, com subsequente impacto no
processo de germinacao. Entretanto, se sabe também que esse efeito transgeracional
do CO:2 sobre a germinacdo nem sempre é claro, e muitas vezes dependente das
espécies e genotipos em questdo (MARTY; BASSIRIRAD, 2014).

Um estudo realizado com espécies monocotileddneas e dicotiledéneas mostrou
que plantas oriundas de sementes produzidas por plantas-maes cultivadas em alto
CO: apresentam baixa performance na emergéncia de plantulas, além de causar
reducdo no acumulo de biomassa e na concentracao de proteinas. Estes efeitos sobre

a progénie podem estar diretamente relacionados com altera¢cdes no tamanho e na
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qualidade das sementes produzidas em elevado CO2 (GRUNZWEIG; DUMBUR,
2012). J4 as sementes de Bromus erectus oriundas de plantas-maes submetidas ao
elevado CO: apresentam maior acumulo de massa (9,1%) e aumento de 9,6% na
relacdo C/N em relagc&o a sementes obtidas de plantas cultivadas em condi¢cdo normal
de CO2. Porém, os incrementos nestes aspectos nao surtiram efeito sobre a
germinacao das sementes progénie. Além disso, apesar das sementes produzidas em
elevado CO: apresentarem maior massa, suas plantulas foram menores em
comparacao as plantulas de sementes produzidas em CO2 ambiente, possivelmente
devido ao fato de que o tamanho da plantula possa ser determinado pela concentracao
total de nutrientes, principalmente o nitrogénio, e ndo pela massa da semente
(STEINGER; GALL; SCHMID, 2000). Portanto, o aumento na relagcdo C/N causado
pelo elevado CO:2 atmosférico pode levar a reducéo do teor de proteinas e assim
reduzir a viabilidade das sementes (ANDALO et al., 1996).

Um dos primeiros estudos desenvolvidos para avaliar o efeito do aumento do
CO: sobre a qualidade fisiologica de sementes de arroz foi realizado em 2015,
segundo Chen et al. (2015), o incremento de CO:2 causa reducdo na concentracdo de
nitrogénio e conteddo de proteinas das sementes, porém tais alteracées quimicas nédo
interferem na qualidade das sementes das cultivares avaliadas. Entretanto, neste
estudo as concentracdes elevadas de CO: utilizadas para o cultivo das plantas-méaes
foram 571 e 588 ppm. Assim, destaca-se a importancia de ampliar o conhecimento
desta abordagem na qualidade de sementes produzidas em ambientes com
concentracbes mais elevadas de CO2, dentro dos limites projetados e ainda
abrangendo mais gendétipos.

Desta forma, neste estudo foram testadas trés hipéteses: 1. Os gendtipos de
arroz irrigado que apresentam maior produtividade de graos em baixa densidade de
plantas em relagdo a densidade normal, também respondem com maior incremento
de produtividade em ambiente com elevada concentracdo de COgz; 2. Gendtipos
brasileiros de arroz-irrigado apresentam alta variabilidade de resposta quando
cultivados em atmosfera com e[COZ2]; 3. O efeito prévio da e[CO2] sobre as plantas-
maes, impacta negativamente a germinacédo das sementes e o0 crescimento inicial de
plantulas da progénie.

Com base no que foi exposto os objetivos deste estudo foram validar um
método de pre-screening a campo sem enriquecimento do ar com CO2, visando

justamente preé-selecionar genotipos potencialmente responsivos ao elevado COg,
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baseado na maior resposta de produtividade de gendétipos cultivados em baixa
densidade em relacdo a sua produtividade em densidade normal. Também objetivou-
se caracterizar e selecionar genétipos de arroz irrigado em relacédo as respostas ao
cultivo em ambiente com enriquecimento de COz; e posteriormente avaliar a qualidade
de sementes obtidas de plantas de gendtipos de arroz cultivadas em ambiente com

diferentes niveis de COa.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Experimento de Pre-screening:

O experimento foi realizado na safra 2016/17 na &rea experimental da Embrapa
Clima Temperado na Estacdo Terras Baixas, localizada no municipio de Capéo do
Ledo (latitude: 31°48'S e longitude: 52°24'W) — Estado do Rio Grande do Sul. A regiao
apresenta clima subtropical umido (Cfa) de acordo com a classifica¢do climatica de
Koppen. A semeadura do experimento foi realizada em 24 de novembro de 2016. O
solo da area experimental é caracterizado como PLANOSSOLO HAPLICO Eutréfico
(EMBRAPA, 2018) com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH 5,2, célcio
(2,5 cmolec dm3), magnésio (1,3 cmolc dm3), fésforo (25,3 mg dm-3), potassio (83 mg
dm3), 1,7% de matéria organica, 16% de argila, CTCpH7 (6,8) e saturacédo por bases
de 59%.

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 32 gendétipos de arroz
(Tabela 1) provenientes dos programas de melhoramento da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Instituto Riograndense do Arroz (IRGA) e da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI),
semeados em duas densidades, uma semeadura com densidade de 50 kg ha*
(considerada como baixa densidade de semeadura) e 100 kg de sementes ha?,
considerada neste estudo como semeadura de densidade normal, proporcionando
uma populagéo inicial média de 148 e 242 plantulas m?, respectivamente para cada

densidade.



45

Tabela 1 - Genétipos de arroz irrigado oriundos dos programas de melhoramento genético de arroz da

EMBRAPA, IRGA e EPAGRI

Origem
EMBRAPA IRGA EPAGRI
Genotipos

A 701 CL BR-IRGA 409 EPAGRI 106
AB 11502 BR-IRGA 410 EPAGRI 109
BRS 358 BR-IRGA 413 SCS 112
BRS ATALANTA BR-IRGA 414 SCS 115CL
BRS FIRMEZA IRGA 416 SCS 117 CL
BRS PAMPEIRA IRGA 417 SCS 118 MARQUES
BRS PELOTA IRGA 422 CL SCS 121 CL
BRS QUERENCIA IRGA 423 SCS 681
BRS SINUELO CL IRGA 424 RI SCS ONIX
LTB 15057 IRGA 425 SCS BRS TIO TAKA

IRGA 428

IRGA 430

A semeadura foi realizada com semeadora de parcelas experimentais, sendo
cada parcela constituida por 4 linhas com 3 m de comprimento e com espagcamento
de 17 cm entrelinhas. O experimento foi instalado no sistema convencional de cultivo
do arroz irrigado e durante a conducdo do ensaio foram realizados tratos culturais
conforme recomendagfes técnicas para a cultura do arroz irrigado no Rio Grande do
Sul (SOSBAI, 2016).

A adubacé&o do ensaio foi realizada em trés etapas, a primeira no momento da
semeadura na qual foi realizada adubacéo de base com aplicacdo de 300 kg ha de
adubo formulado, contendo na formulacdo 5% de nitrogénio (N), 20% de fosforo
(P20s) e 20% de potassio (K20). As adubacdes de cobertura foram realizadas no
estadio vegetativo 4 (V4) com aplicacédo de 90 kg ha* de N, na forma de ureia (45%
N), e no estadio de diferenciacdo da panicula (R1) quando foram aplicados mais 90
kg ha' N. A irrigacdo por inundacéo foi imposta logo ap6s a aplicacdo de ureia no
estadio V4, com lamina de agua com cerca de 10 cm de altura, a qual foi mantida até
o0 estadio de maturacao da cultura.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados com
guatro repeticdes. A data de floracdo foi acompanhada em cada genotipo, definida
como a data em que acima de 50% das paniculas atingiram a antese. Com os dados
de data da antese, foi determinado o periodo de dias da emergéncia até a antese. Na

maturacdo da cultura foi determinada a produtividade de gréos. Para quantificar a
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produtividade de gréos foi realizada a colheita manual com foice, foram colhidas duas
linhas centrais com 2 m de comprimento (totalizando area util de 0,68 m?) em cada
repeticdo, o material colhido foi imediatamente trilhado em trilhadora mecanica para
obtencdo dos gréos em casca, em seguida os gréos foram pesados e na sequéncia
foi aferida a umidade dos gréos através de um medidor de umidade de graos (G650 -
GEHAKA®). A umidade dos gréos foi corrigida para 13% e a produtividade de grédos
expressa em Kg ha.

Primeiramente foram estabelecidos dois critérios basicos para selecionar
gendtipos candidatos para validacdo em ambiente enriquecido com CO:z. Para evitar
os efeitos negativos da ocorréncia de baixas temperaturas sobre a produtividade de
graos foi estabelecido um primeiro critério em funcdo do periodo de dias da
emergéncia até a antese, fixado como um periodo maximo de 95 dias, acima deste
valor os gendétipos ndo foram considerados aptos para selecdo. O segundo critério de
exclusdo estabelecido, foi referente a obtencdo de uma produtividade minima dos
gendtipos na densidade normal, determinada como 7.900 Kg ha (produtividade
média do Estado do Rio Grande do Sul, safra 2016/17).

Ao contemplar os dois critérios citados acima para a etapa de validacdo em
elevado CO2, a selegcdo dos candidatos foi estabelecida em fung&o da resposta de
produtividade relativa (produtividade em densidade baixa / produtividade em
densidade normal), para isso foram definidas respostas produtivas contrastantes
(positiva e negativa). Desse modo, a produtividade relativa positiva foi estabelecida

em valor superior a 1,1 e a produtividade relativa negativa em valor inferior a 0,9.

3.2.2 Experimentos em camaras de topo aberto

Para a execucdo deste experimento foram utilizados seis genétipos de arroz
irrigado oriundos dos programas de melhoramento genético de arroz da EMBRAPA,
IRGA e EPAGRI, sendo cinco deles selecionados a partir do pre-screening a campo
e apresentando respostas relativas contrastantes para produtividade. Além dos
genotipos contrastantes, o genotipo IRGA 424 RI também foi avaliado neste
experimento de responsividade ao elevado CO2. Nos ultimos anos este gendtipo vem
apresentando grande relevancia para producao de arroz no RS, sendo utilizado em

cerca de 50% da area semeada na safra 2019/20 (https://irga.rs.gov.br/). Assim, torna-

se importante compreender seu comportamento em condicéo de elevado COo.
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O experimento foi realizado em camaras de topo aberto pertencentes ao Centro
de Herbologia da Universidade Federal de Pelotas, localizado no municipio do Capao
do Ledo - RS. Estas camaras sao equipadas com sensores e uma central
automatizada de controle da concentracdo de CO3, além de dois coolers responsaveis
pela homogeneizacdo do ar no interior das camaras e um sistema de vélvulas de
injecao e distribuicdo do gas em cada camara. As camaras possuem base em formato
guadrado com dimensfes de 2x2m e altura total de 2,15m, as quais séo revestidas
com filme plastico de 150 micras de espessura. O diéxido de carbono (Messer®)
utilizado apresentava 99,9% de pureza e foi fornecido através de cilindro de
armazenamento (capacidade de 25 kg CO2) acoplado ao sistema de injecdo e
distribuicdo das camaras.

Para a execucdo do experimento foram utilizados vasos plasticos com
capacidade de 8 L, previamente preenchidos com 8 kg de solo seco classificado como
PLANOSSOLO HAPLICO Eutréfico (EMBRAPA, 2018), proveniente de éarea
experimental. O solo apresentava como caracteristicas fisico-quimicas, pH 6,4, calcio
(5,7 cmolec dm3), magnésio (1,1 cmolc dm™3), fésforo (11,6 mg dm-3), potassio (34 mg
dm3), 1,93% de matéria organica, 19% de argila, CTCpH 7 (8,2) e saturacéo por bases
de 86%. A coleta do solo foi realizada na profundidade de 0-20cm do perfil do solo e
peneirado em peneira com abertura de malha de 1xlcm. Em cada vaso foram
semeadas 18 sementes e ap0s a emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste a
fim de se manter uma populacao final de nove plantas de arroz por vaso.

Durante a conducdo do ensaio foram realizados tratos culturais conforme
recomendacdes técnicas para a cultura do arroz irrigado no Rio Grande do Sul
(SOSBAI, 2016, 2018). A adubacéo do ensaio foi realizada em trés etapas, a primeira
no momento da semeadura na qual foi realizada adubac&o de base nos vasos com
aplicacao de 0,06 g de N, 0,24 g de P20Ose 0,24 g de K20 por vaso na forma de adubo
formulado (5-20-20). As adubacdes de cobertura foram realizadas no estadio (V4) com
aplicacao de 0,4 g de N por vaso na forma de ureia (45% N), e no estadio (R1) quando
foram aplicados mais 0,4 g de N por vaso.

Alirrigacéo por inundagéo foi imposta através de uma lamina de &gua com cerca
de 3 cm de altura, logo apds a aplicacdo de ureia no estadio V4 e mantida até a
maturacdo da cultura. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com esquema fatorial 6X2, sendo o primeiro fator os genoétipos de arroz
(BRS Atalanta, BRS Queréncia, IRGA 416, IRGA 424 RI, Epagri 106 (EP106) e SCS
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115 CL) e o segundo fator foi a concentracdo de CO:2 constituido por dois niveis;
400ppm (aCO2), simulando as condi¢gbes atuais da atmosfera e 700ppm (eCOy2),
simulando as previsdes futuras da concentracdo de CO2zna atmosfera. O experimento
foi constituido por 4 repeticbes, sendo cada repeticdo representada por um vaso. O
experimento foi repetido duas vezes, a primeira repeticdo foi conduzida no ano
agricola de 2017/18 e a segunda em 2018/19.

Aos 60 dias apos a emergéncia (DAE) foram realizadas avaliacbes de
contagem do namero de perfilhos por vaso, e a analise do indice de clorofilas (ICHL),
indice do balanco de nitrogénio (IBN) e indice de flavondis (IFLAV), realizando-se
guatro leituras por repeticdo na porcdo mediana do limbo da dltima folha
completamente expandida, utilizando clorofildmetro portatil (Dualex® Force-A, Orsay,
France). Na fase reprodutiva foi avaliada a época de florescimento, definida como o
momento em que mais de 50% das paniculas atingiram o estadio de antese. Na
antese (R4) das plantas foi avaliada a condutancia estomatica (Gs — mmol m?2 s1),
empregando um pordémetro foliar (SC-1 Leaf Porometer - Decagon Device, Inc.), as
leituras foram realizadas na face abaxial da porcdo mediana do limbo foliar de trés
folhas bandeira de cada repeticdo. ApoOs a antese também foi mensurada a estatura
das plantas, com as medidas realizadas com a utilizacdo de régua graduada de 1
metro de comprimento, realizando a medida da base do colmo até a extremidade da
folha bandeira.

No estadio de maturacéo dos genétipos foram coletadas as paniculas e logo
em seguida realizada as avaliagbes do numero de paniculas por vaso, numero de
grados por paniculas, percentual de esterilidade de espiguetas, peso de mil grédos
(PMG) e produtividade de grédos por vaso, expressa em g por vaso. E por fim, foi
determinada a capacidade dreno (nUmero de espiguetas x PMG / 1000).

Os materiais vegetais da parte aérea (folhas e colmos) e do sistema radicular
foram coletados e secos em estufa com circulagcdo de ar forcado com temperatura
regulada a 65°C, pelo periodo de 72h. ApGs a secagem o material foi pesado em
balanca analitica para determinacdo da massa da matéria seca da parte aérea
(MMSPA) e da massa da matéria seca das raizes (MMSR), sendo os resultados
expressos em g por vaso. A partir dos resultados de MMSPA e produtividade foi
determinada a relacédo fonte/dreno (massa da matéria seca da parte aérea (g vaso™)

por produtividade de gréos (g vaso™).
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3.2.3 Experimento de qualidade de sementes

Neste experimento foram utilizadas sementes provenientes dos seis genotipos
cultivados no estudo anterior. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial 6X2 compreendendo 12 tratamentos
com 4 repeticdes. O primeiro fator foi constituido pelos gendtipos de arroz (BRS
Atalanta, BRS Queréncia, IRGA 416, IRGA 424 RI, Epagri 106 (EP106) e SCS 115
CL) e o segundo fator foi constituido pelas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e
700ppm) nas quais as plantas-méaes foram cultivadas.

O teste de germinacdo foi conduzido conforme as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). Para o teste de germinacéo foram utilizadas 400 sementes
de cada tratamento. O teste de germinacéo foi realizado pela metodologia de rolos em
substrato de papel. Para a montagem dos rolos de papel, foram utilizadas 3 folhas de
papel Germitest® previamente hidratadas com agua destilada com um volume (mL)
igual a 2,5 vezes o peso do papel seco (g). Em cada repeticdo, primeiramente foram
dispostas 100 sementes de maneira equidistante sobre 2 folhas de papel e
posteriormente cobertas por uma terceira folha, logo apdés o papel foi dobrado
formando um rolo para acondicionar as sementes. Apos a etapa de preparacdo e
montagem, os rolos contendo as sementes foram mantidos na posicao vertical por um
periodo de 14 dias em camaras de germinacdo, com temperatura previamente
ajustada em 25°C +1°C e fotoperiodo de 12 horas.

Aos 5 e 14 dias ap6s a semeadura (DAS) foram realizadas as contagens de
plantulas normais, determinando o percentual de germinacdo em cada periodo
(BRASIL, 2009). Aos 14 DAS foi determinado o comprimento de plantulas a partir de
medidas realizadas em 10 plantulas de cada repeticdo. Apds, as plantulas foram
coletadas e secas em estufa com circulacao de ar forcado a uma temperatura de 65°C
por 72h, e em seguida as amostras foram pesadas em balanca analitica para a

determinacdo da massa da matéria seca de plantula.

3.2.4 Analises estatisticas dos experimentos
Para verificar a relacdo entre produtividade em baixa densidade e a

produtividade em e[CO2], os dados de produtividade relativa em baixa densidade e

produtividade relativa em e[COz] foram submetidos a analise de regresséo linear.
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Para fins de andlise estatistica os dados do experimento em OTC referentes ao

parametro percentual de esterilidade de espiguetas foram transformados em xT =
vx + 1. Assim como os dados de percentual de germinacdo do experimento de

qualidade de sementes foram transformados em xT = arco — seno/x/100.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F
(p=<0,05). Quando constatada a significancia, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05). As analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico R

(www.r-project.org/). Para as varidveis que ndo apresentaram interacdo entre os

fatores, foi aplicado o teste t (p<0,05) com o objetivo de verificar a significancia do

efeito do fator CO2 em cada gendétipo avaliado.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Experimento Pre-screening:

Os resultados obtidos no experimento de pre-screening (Tabela 2) mostram
gue dos 32 gendétipos avaliados, seis genotipos ndo satisfizeram os critérios de
periodo maximo para atingir a antese (95 dias) e o critério de produtividade minima
de 7.900 Kg ha' na densidade normal, dois genétipos ndo satisfizeram apenas o
critério de periodo maximo para atingir a antese (95 dias) e trés gendétipos nao
atingiram apenas o critério da produtividade minima de 7.900 Kg ha* na densidade
normal. Portanto, 11 genotipos ndo foram considerados para a selecdo em relacdo a
produtividade relativa. Para resposta relativa positiva, 4 genétipos satisfizeram os
critérios, sendo que destes, foram selecionados os genoétipos Epagri 106 (EP 106),
IRGA 416 e Queréncia, para serem testados em ambiente com elevado CO2. Em
relacdo a resposta relativa negativa, trés genotipos apresentaram produtividade
relativa inferior 0,9. A partir disso, 0s genétipos Atalanta e SCS 115 CL foram utilizados

como candidatos contrastantes negativos no experimento em elevado COx.
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Tabela 2 - Produtividade de grdos (Kg ha?) e periodo em dias da emergéncia da plantula até a antese
de gendtipos de arroz irrigado cultivados em densidade baixa (DB) e densidade normal (DN) de plantas.
Capéo do Ledo — RS, 2017.

Gendtipo Produtividade (Kg hat) Antese (dias)

DB IC* DN IC DB/DN* DB IC DN IC
A 701 CL 9.192 1.689 10.371 1.740 0,89 84 2 83 2
AB 11502 10.515 1.035 10.291 1.292 1,02 77 2 777 2
Atalanta 8.039 1.287 9.325 2.135 0,86 65 O 65 0
Brs 358 12.968 1.874 12.726 1.307 1,02 83 2 83 2
Epagri 106 10.743 1.366 9.477 1.301 1,13 80 1 80 1
Epagri 109 5.097 1.318 3.469 898 1,47 122 1 121 1
Firmeza 11.728 952 11.005 2.174 1,07 78 3 77 3
IRGA 409 8.405 2.272 8.778 1.571 0,96 91 2 91 2
IRGA 410 9.191 2.995 7.227 718 1,27 84 2 83 2
IRGA 413 9.041 1.754 6.824 1.623 1,32 87 0 87 0
IRGA 414 12.006 1.172 12.967 2.195 0,93 79 1 77 2
IRGA 416 11.997 1.476 10.050 2.075 1,19 73 1 72 0
IRGA 417 14.795 2.089 14.412 1.516 1,03 77 1 77 1
IRGA 422 CL 13.349 2.542 14.255 981 0,94 79 1 79 1
IRGA 423 14.972 1.702 14.741 467 1,02 79 1 77 2
IRGA 424 RI 10.440 967 10.791 1.973 0,97 90 3 91 2
IRGA 425 10.881 2.224 10.632 1.975 1,02 91 2 91 2
IRGA 428 15.432 1.576 15.036 1.094 1,03 81 2 80 2
IRGA 430 14.875 1.419 15.127 2.269 0,98 80 2 80 2
LTB 15057 10.750 3.298 10.092 1.916 1,07 78 0 78 0
Marques 6.347 639 4.365 1.678 1,45 122 2 122 2
Onix 6.748 1.463 6.448 880 1,05 88 2 88 2
Pampeira 10.136 1.911 11.266 1.989 0,90 9% O 9% O
Pelota 10.490 693 9.468 1.108 1,11 83 3 83 3
Queréncia 11.809 920 9.983 1.452 1,18 73 1 73 1
SCS 112 7.620 1.913 6.657 1.373 1,14 114 5 114 5
SCS115CL 7.075 481 9.590 1.619 0,74 93 2 93 2
SCS 117 CL 3.967 1.324 3.601 1.097 1,10 120 0 120 O
SCS 121 CL 8.277 1.034 8.620 1.407 0,96 103 0 103 O
SCS 681 8.268 1.618 6.474 1.808 1,28 110 0 110 O
Sinuelo CL 10.824 1.271 10.155 1.385 1,07 87 0 87 0
Tio Taka 5.721 1.752 4.585 921 1,25 120 0 120 O

"Valores de intervalo de confianga 95%. # Relacdo entre a produtividade de grdos em densidade baixa
e densidade normal.

Os resultados referentes a produtividade de graos obtidos nos dois
experimentos em OTC mostram que ocorreu variacdo de produtividade relativa de um
ano para outro nos genotipos (Tabela 3). O gendtipo Queréncia foi responsivo ao
incremento de CO2 nos dois anos experimentais, apresentando incremento de cerca
de 37% em 2017/18 e 35% em 2018/19. Enquanto EP106 apresentou responsividade
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ao aumento de CO:2 apenas em 2017/18, com incremento de 31% na produtividade
de graos.

No experimento de 2017/18, Atalanta n&o foi responsivo ao incremento de COz,
enquanto que no segundo experimento (2018/19) o mesmo gendtipo apresentou
produtividade maior em e[COZ2], atingindo cerca de 16% de incremento na
produtividade. De certo modo, esse dado ndo corrobora com a hipétese da relagcéo
entre responsividade a baixa densidade e a responsividade ao e[CO2], ou seja, foi
observado que Atalanta apresentou produtividade relativa negativa para cultivo em
baixa densidade, portanto, foi selecionado como contrastante negativo, desta forma o
resultado esperado seria a auséncia de responsividade deste genoétipo ao e[CO2]. O
genotipo SCS 115 CL também foi caracterizado como contrastante negativo e como
mostram os resultados dos experimentos em OTC, este gendtipo ndo respondeu
positivamente em termos de produtividade quando submetido ao e[COZ2], sendo que
no experimento do segundo ano a produtividade de graos foi 35% inferior em e[CO2]

em relacéo a produtividade de plantas cultivadas em concentracdo ambiente de CO..

Tabela 3 - Produtividade de gréos de gendtipos de arroz irrigado cultivados em duas concentracdes de
CO2 atmosférico (400 e 700ppm). Capéo do Ledo - RS.

Produtividade (g vaso™)

2017/18 2018/19
Gendtipo 400ppm 700ppm 700/400 400ppm 700ppm 700/400
Atalanta 39,6 (7,1)*36,4 (6,3) 0,92* 37,4 (2,00 43,4 (2,6) 1,16
Queréncia 48,8 (8,9) 66,7 (7,2) 1,37 31,6 (5,9 42,7 (2,9 1,35
IRGA424RlI 52,8 (6,2) 46,9 (6,0) 0,89 39,7 (3,8) 33,7 (4,7) 0,85
IRGA 416 445 (5,0) 36,8 (8,2) 0,83 35,4 (1,7) 37,4 (47) 1,06
EP 106 40,7 (0,7) 53,3 (6,9) 1,31 34,4 (2,2) 38,9 (2,6) 1,13
SCS 115CL 243 (5,7) 20,1 (0,5) 0,83 29,6 (8,00 19,2 (5,0) 0,65

*Valores de intervalo de confianca 95%. * Relac&o entre a produtividade de grdos em 700ppm e 400ppm
de CO..

Relacao entre as respostas de produtividade a baixa densidade de plantas e ao
elevado COz:

A plasticidade fenotipica € considerada como uma gama de possiveis fenotipos
gue um Uunico genotipo pode expressar em funcdo de determinada condicdo
ambiental. A plasticidade fenotipica pode apresentar alteracdes tanto fisioldgicas,
guanto morfoldgicas, e € aplicavel a toda variabilidade intragenotipica (BRADSHAW,
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1965; GIANOLI; VALLADARES, 2012; NICOTRA et al., 2010). Estas respostas de
plasticidade das plantas podem ser induzidas por uma variacdo espaco-temporal em
fatores ambientais, como a disponibilidade de luz, agua e nutrientes (DE KROON et
al., 2005).

O método de pre-screening a campo, que considera a plasticidade fenotipica
dos genotipos, € baseado na teoria de que a condicdo ambiental de baixa densidade
de cultivo é capaz de mimetizar a condicdo de cultivo em ambiente com elevado CO:
atmosférico, ou seja, 0 ambiente das plantas cultivadas em baixa densidade possibilita
condicdo mais enriquecida em termos de disponibilidade de recursos, como luz e
nutrientes. Portanto, os gendtipos com maior resposta de produtividade de graos em
baixa densidade de plantas em comparacdo a produtividade em densidade normal,
também poderiam apresentar maior responsividade ao elevado COs..

Os resultados das analises de regressao linear (Figura 1A) mostram um
coeficiente de correlacédo de 0,57 entre os dados referentes a taxa de produtividade
entre baixa densidade e a densidade normal e a taxa de produtividade entre e[CO2] e
0 a[CO2] no experimento de 2017/18. No entanto, 0 ajuste da regressdo nao foi
significativo (p=0,23). A falta de ajuste foi impactada especificamente pela resposta
obtida no gendtipo IRGA 416 em e[CO2], uma vez que sua produtividade de graos foi
afetada principalmente pela ocorréncia de um aumento significativo na esterilidade de
espiguetas em relacao as plantas cultivadas em a[CO2]. Entretanto, quando os dados
do gendtipo IRGA 416 nao foram considerados na andlise de regressao, os resultados
apresentaram coeficiente de correlacdo (r= 0,92) com nivel de significancia de
p=0,022 (Figura 1B). Os dados de produtividade relativa ao e[CO2] do experimento
2018/19 (Figura 1C), mostram a tendéncia de correlacdo positiva com a produtividade
relativa em baixa densidade, apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,7,
porém neste caso o ajuste nao foi significativo (p=0,11). Estes resultados corroboram
com Shimono et al. (2014), onde os autores avaliando apenas 0 nimero de paniculas
por planta verificaram coeficiente de correlacdo significativo (r=0,677) entre a
responsividade relativa dos genoétipos em baixa densidade e e[CO2].

Os resultados obtidos no experimento de OTC em 2017/18 sugerem que 0sS
genotipos que apresentam maior resposta de produtividade em baixa densidade,
também possuem maior resposta em e[CO2], bem como, gendtipos com menor
resposta de produtividade em baixa densidade mostram pouca ou henhuma resposta

ao incremento de COa.
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A utilizacdo de ferramentas de estudos de associacdo gendmica ampla
(Genome-wide association studies — GWAS), tém possibilitado a descoberta de loci
de caracteristicas quantitativas (QTLs - quantitative traits loci) que controlam a
plasticidade fenotipica em arroz tanto em baixa densidade de cultivo, quanto em
ambiente com e[CO2] atmosférico, através da identificacdo de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs — single-nucleotide polymorphisms). Estes QTLs foram
identificados nos cromossomos 3 e 12, e sdo denominados qER1 e QERS3,
respectivamente (KIKUCHI et al., 2017). Portanto, o pre-screening em larga escala
para verificar responsividade em baixa densidade demonstra ser um método
potencialmente eficiente e com menor custo para identificar gendtipos com maior

potencial de resposta ao e[CO2].
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Figura 1 — Regressdo linear para as relacfes entre a raz&o dos valores de produtividade de grédos em
densidade baixa (DB) e densidade norma (DN), e a razao dos valores de produtividade de gréos na
concentracdo elevada de CO2 e[CO2] e concentracdo ambiente a[CO2] do experimento em OTC de
2017/2018 (A). Regressao linear para as relagfes entre a razao dos valores de produtividade de graos



56

em DB e DN, e a razdo dos valores de produtividade de grdos e[CO2] e a[CO2] do experimento em
OTC de 2017/2018, sem o genotipo IRGA 416 (B). Regressao linear para as relagbes entre a razao
dos valores de produtividade de graos em DB e DN, e a raz&o dos valores de produtividade de graos
e[CO2] e a[CO2] do experimento em OTC de 2018/2019 (C).

3.3.2 Experimento em camaras de topo aberto - OTC

Os efeitos dos anos foram significativos em relacdo aos dados dos dois
experimentos das OTC'’s, dessa forma os dados foram analisados separados em cada
ano experimental. Os genétipos de uma dada espécie geralmente apresentam
respostas significativamente diferentes em termos de crescimento, desenvolvimento
e aspectos fisiologicos em fungéo de varios fatores, como e[CO2], exemplificado pelas
interacdes entre genotipo e ambiente (ASPINWALL et al., 2015). Os dados obtidos
nos parametros avaliados confirmam a alta variabilidade genética intraespecifica na
espécie O. sativa em relacdo as respostas ao incremento de CO: atmosférico.
Referente ao numero de perfilhos, nos dois experimentos (2017/2018 e 2018/19) néo
foi observada interagé@o entre a concentragdo de CO:2 e gendtipos (Tabela 4), apenas
a significancia do efeito simples dos fatores CO: (p<0,05) e genadtipos (p<0,001). O
gendtipo IRGA 424 RI apresentou o maior numero de perfilhos, porém nao foi
constatada diferenca significativa entre as duas concentragbes de CO2. J& para o
genotipo Queréncia ocorreu incremento no namero de perfilhos na concentracao de
e[CO2] em relacéo ao a[CO2] (Figura 2).

O nudmero de perfilhos é um importante parametro que pode definir a
produtividade na cultura do arroz, pois a partir dos perfilhos produtivos emergem as
paniculas. O numero de perfilhos produtivos é determinado pela diferenca entre o
namero maximo de perfilhos produzidos durante os estadios vegetativos e os perfilhos
abortados durante a fase reprodutiva (CHENG et al., 2009). Os dados do genotipo
Queréncia em relacdo ao incremento no numero de perfilhos corroboram com
resultados apresentados por Seneweera (2011), onde foi constatado um incremento
de 50% no namero de perfilhos em plantas de arroz (cv. Jarrah) cultivadas em e[COZ2].

Além disso, dados mostram que o perfilhamento inicial em plantas de arroz
apresenta correlacdo (r= 0,81; p<0,001) com a produtividade de graos em e[CO2], ou
seja, aquelas plantas que apresentaram alta capacidade de perfilhamento,
consequentemente atingem maiores produtividades de gréos (ZISKA; TOMECEK;
GEALY, 2014).
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A regulagéo do crescimento de perfilhos em plantas de arroz € um processo
bastante complexo, e atualmente sabe-se que muitos QTLs estdo envolvidos nesse
processo. Em quatro populagfes oriundas do cruzamento de duas variedades da
subespécie indica, foram identificados pelo menos 21 QTLs ligados ao perfilhamento.
A cascata de sinalizacéo relacionada ao perfilhamento envolve muitos genes, como
0s genes MOC1, LAX1 e SPA, além da rede de interacdes entre hormonios,
principalmente citocinina, auxina e a strigolactona (XING; ZHANG, 2010). A funcéo
das citocininas parece ser primordial para o aumento do perfilhamento em arroz, visto
gue a citocinina atua na inibicdo da expressao do gene FC1 (FINE CULM1), que por
sua vez atua inibindo a rota de desenvolvimento de gemas axilares (MINAKUCHI et
al., 2010; XU et al., 2015).

Em genotipo responsivo ao e[CO2] foi demonstrado que o e[CO2] tem
capacidade de induzir incremento significativo na sintese de citocininas, através da
regulagéo positiva dos genes OsIPT e OsLOG, os quais sdo envolvidos na biossintese
deste hormoénio (WANG et al.,, 2019b). Assim como, também foi constatado o
envolvimento direto do etileno sobre o0 aumento do perfilhamento em plantas de arroz,
principalmente por induzir a formagdo e o desenvolvimento das gemas axilares
(SENEWEERA et al., 2003).

Tabela 4 — Valor-p dos efeitos simples e da interacao entre os fatores para as variaveis do experimento
em camaras de topo aberto, ano agricola 2017/18

Variavel CO2 Genotipo CO2xGenétipo
Perfilhos 0,002 0,000 0,764
Clorofilas 0,000 0,000 0,047
IBN 0,000 0,000 0,825
Flavonois 0,001 0,000 0,945
Gs 0,846 0,000 0,000
Antese 0,002 0,000 0,002
Estatura 0,018 0,000 0,009
MMSPA 0,000 0,000 0,686
MMSR 0,005 0,000 0,148
Paniculas 0,000 0,000 0,842
Gréaos panicula™ 0,067 0,000 0,003
PMG 0,119 0,000 0,399
Esterilidade 0,010 0,000 0,003
Prod. de gréos 0,389 0,000 0,001
Fonte:Dreno 0,019 0,000 0,008

Capacidade Dreno 0,001 0,000 0,067
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Tabela 5 - Valor-p dos efeitos simples e da interacdo entre os fatores para as variaveis do experimento
em camaras de topo aberto, ano agricola 2018/19

Variavel CO; Genétipo CO2xxGenotipo
Perfilhos 0,028 0,000 0,106
Gs 0,000 0,000 0,000
Antese 0,813 0,000 0,871
Estatura 0,414 0,000 0,057
MMSPA 0,000 0,000 0,016
Paniculas 0,003 0,000 0,016
Graos panicula? 0,157 0,000 0,049
PMG 0,019 0,000 0,675
Esterilidade 0,199 0,000 0,023
Prod. de gréos 0,333 0,000 0,000
Fonte:Dreno 0,050 0,000 0,000
Capacidade Dreno 0,000 0,000 0,020
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Figura 2 - Namero de perfilhos de seis genotipos de arroz irrigado cultivados em camaras de topo aberto
com concentragdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragdo elevada de CO:z (700ppm) no ano
experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). As linhas verticais indicam o intervalo de confian¢a
(IC95%). * Denota diferenca significativa pelo teste t (p<0,05) na comparacdo entre as duas
concentragdes de CO2 no mesmo gendétipo.

O processo de abertura e fechamento estomatico é controlado por um
mecanismo de sinalizacdo que envolve varios componentes. E em condicdo de
e[CO2] os estdmatos tendem a fechar devido a maior despolarizacdo da membrana
plasmatica das células guardas, esse processo ocorre pelo decréscimo da
concentracdo de potassio (K*) e do célcio (Ca?*) no citosol das células guardas, além
da reducéo de cloro (CI'') e malato (mal?) (XU et al., 2016). Nas etapas iniciais da

rota de sinalizacdo do controle estomatico ocorre a participacdo das enzimas
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anidrases B-carbonicas que catalisam a reacéao reversivel do CO2+ H20 em HCOg3™ +
H*. Nas plantas em condicdo de e[CO2] os altos niveis de CO2/HCO3z podem
contribuir para a ativacdo dos canais de anions da membrana plasmatica das células
guardas e, assim, o fluxo dessas moléculas atua no fechamento estoméatico (HU et al.,
2010). Além disso, o fechamento estomatico em resposta ao e[CO2] requer a
presenca de acido abscisico (ABA) e seus receptores da familia PYR/RCAR e a acao
conjunta com espécies reativas de oxigénio (ROS) que agem regulando a atividade
dos canais de ions (CHATER et al.,, 2015). A proteina SLAC1 (SLOW ANION
CHANNEL-ASSOCIATED 1) é uma proteina canal de &nions do tipo S, localizada na
membrana das células guardas que apresenta funcédo fundamental para o fechamento
estomatico em resposta a concentracdo de COg, através do controle da presséo de
turgor das células guardas. O silenciamento do gene SLAC1 em mutantes de arroz
(slacl) causa um aumento da condutancia estomatica e consequentemente a reducao
da temperatura foliar em relagdo ao tipo selvagem quando cultivados em e[CO2] (DU
et al., 2011; KUSUMI et al., 2012, 2017).

Neste experimento a condutancia estomatica (gs) durante a antese apresentou
interacado significativa entre os fatores concentracéo de CO:2 e genotipo (p<0,001). Em
e[CO2] ocorreu reducdo de 39 e 44% da gs no genétipo SCS 115 CL nos
experimentos de 2017/18 e 2018/19, respectivamente (Figura 3A-B), chegando aos
menores valores de gs em relacéo aos demais genétipos em e[CO2]. O gendtipo IRGA
416 apresentou sensibilidade ao e[CO2] durante a antese apenas no experiemento de
2017/18. No entanto, essa resposta foi inversa ao esperado para a gs em plantas C3
cultivadas em e[CO2]. Neste estudo observa-se que o genoétipo IRGA 416 apresentou
maior gs em e[CO2] em relacdo as plantas em a[COZ2], diferindo significativamente
dos gendtipos Queréncia, IRGA 424 RI, EP106 e SCS 115 CL (Figura 3A).

A gs dos genotipos Queréncia, IRGA 424 Rl e EP 106 nao foi impactada pelo
incremento de CO2 atmosférico no ano de 2017/18. Porém, no experimento de
2018/19 houve reducao significativa de 18, 19 e 22% da gs nas plantas cultivadas em
e[CO2] em relacéo as plantas mantidas em a[CO2] dos genotipos EP 106, Queréncia
e IRGA 424 R, respectivamente.

Em plantas responsivas o e[COZ2] causa redugcao na gs, consequentemente
reduz a transpiracdo e melhora a eficiéncia do uso da agua (AINSWORTH; ROGERS,
2007; BOKHARI et al., 2007; SHIMONO et al., 2013). A gs afeta a difusdo do CO:

atmosférico para a cavidade subestomatica, e € considerado um importante fator que
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determina a taxa fotossintética e o metabolismo do carbono. No entanto, em e[CO2]
uma possivel aclimatacdo da fotossintese ndo deve ser atribuida a limitacdo
estomatica, pois mesmo que o e[CO2] reduza a gs, a concentragao interna de CO:
(Ci) é mantida satisfatoriamente para suprir as demandas fotossintéticas (WANG et
al., 2020a). Em plantas de cevada (Hordeum vulgare) o cultivo em e[CO2] causou uma
reducao de 40% na gs em relacao as plantas em a[CO2]. No entanto, a Ci foi mantida
de maneira proporcional nas duas condi¢gfes de CO2, com Ci de 259 ppm e 525 ppm,
nas condicdes de 350 ppm a[CO2] e 700ppm e[CO2], respectivamente. Dessa forma,
refletindo em maior fotossintese liquida nas plantas em condicdo de e[COZ2]
(ROBREDO et al., 2007).

Porém, um aspecto importante a ser considerado é o fato de que a reducao da
gs em e[CO2] altera a taxa de transpiracéo, o que pode apresentar um impacto direto
sobre o fluxo de massa de 4gua pelo sistema radicular, possivelmente alterando a
absorcéo e o transporte de nutrientes através das raizes (SENEWEERA, 2011). Essa
reducdo da transpiracéo devido a baixa gs em condi¢do de e[CO2] também reflete na
piora da capacidade de resfriamento das folhas, desencadeando a elevacdo da
temperatura do dossel de culturas como trigo (Triticum aestivum), cevada (H. vulgare)
(BURKART et al., 2011) e soja (Glycine max) (BERNACCHI et al., 2007).
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Figura 3 — Condutancia estomatica durante a antese de seis gendtipos de arroz irrigado cultivados em
camaras de topo aberto com concentragédo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragdo elevada de CO:
(700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras maiusculas diferentes indicam
diferenca entre as concentragbes de CO: dentro de cada gendtipo e letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os genétipos em cada concentracdo de CO: pelo teste Tukey
(p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confian¢a (IC95%).



61

No parametro indice de clorofila (ICHL) constatou-se interacdo entre os fatores.
Atalanta, Queréncia e IRGA 416 foram afetados pelo incremento de CO2 atmosférico
(Figura 4A), o que resultou na reducéo do indice de clorofila nas plantas submetidas
ao e[CO2], comparadas com as plantas em condicdo de a[CO2]. Sob e[CO2] o
gendtipo SCS 115CL obteve o maior valor de indice de clorofila, diferindo
estatisticamente de Atalanta, Queréncia e IRGA 424 RI. Essa reducédo do indice de
clorofila em razdo do efeito do e[CO2] pode ser explicada por um processo de
senescéncia foliar mais acelerado em e[CO2], que por sua vez pode estar relacionado
a alta demanda de nitrogénio para sustentar a maior produtividade de graos
(SCHUTZ; FANGMEIER, 2001). Esse mecanismo pode explicar os resultados obtidos
com o genotipo Queréncia, que apresentou reducéao do ICHL, porém um incremento
na produtividade de graos em e[CO2]. Por outro lado, Zhu et al. (2012), constataram
gue a aclimatacao fotossintética em folhas bandeira de plantas de arroz e trigo
cultivadas na condicédo de e[CO2] provavelmente foi desencadeada pela aceleracdo
na perda do conteudo de clorofilas com subsequente aumento no processo de
senescéncia foliar.

Para o indice de balanco do Nitrogénio (IBN) foi constatada significancia
apenas para os efeitos simples dos fatores de concentracdo de CO: (p<0,001) e
genotipos (p<0,001). De maneira geral, o valor de IBN foi maior nas plantas cultivadas
em condicdo normal de CO2. Sob a condicdo de e[CO2], SCS 115 CL e EP106
alcancaram maiores valores de IBN, ndo diferindo das plantas cultivadas em a[COZ2]
(Figura 4B), enquanto o genotipo Queréncia apresentou o menor valor do IBN entre
0s genotipos cultivados na condicdo de e[COZ2], diferindo significativamente das
plantas cultivadas em condi¢do normal de CO2. O e[CO2] também reduziu o IBN em
Atalanta e IRGA 416 quando comparados as plantas cultivadas em a[CO2].

Geralmente, as plantas cultivadas em e[CO2] apresentam menor concentracao
de N nos tecidos foliares, e pelo menos trés fatores podem explicar essa resposta.
Um deles é a diluicdo do conteddo de N em relacdo a maior sintese e acumulo de
carboidratos; um segundo fator esta relacionado com a menor absorcéo e transporte
de N através das raizes, devido a menor taxa de transpiracdo; e por fim pode ocorrer
uma reducéo de N devido a supressdo do processo de fotorrespiragcdo. Em alguns
casos a reducao no contetudo de N parece contribuir para a ocorréncia da aclimatacao
fotossintética em plantas de arroz cultivadas em e[CO2], neste caso principalmente
por limitar a sintese da enzima RUBISCO (SENEWEERA et al., 2011). Em trigo a
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reducdo de N foliar, RUBISCO e aminoacidos sugere que sob e[CO2] no estadio de
enchimento de grdos ocorre a realocacédo de N para as espigas, um orgao com forte
capacidade dreno (ARANJUELO et al., 2011). No presente estudo, a reducéo no IBN
causada pelo e[CO2] em Queréncia ndo impactou negativamente a produtividade de
grdos (Figura 13), provavelmente por nao interferir no contetdo e atividade da
RUBISCO.

Em relac&o ao indice de flavonois (IFLAV) néo foi verificada interacéo entre os
fatores. No entanto, o efeito simples foi significativo para o CO2 (p<0,001) e gendtipo
(p=<0,001). O incremento de CO: possibilitou valores superiores de IFLAV (Figura 4C).
Para Atalanta, EP 106 e SCS 115 CL ocorreu um aumento no IFLAV sob e[CO2] em
comparacao com as plantas destes gendtipos cultivadas em condicdo de a[CO2]. Em
plantas de gengibre (Zingiber officinale) submetidas ao cultivo em e[CO2] foram
observados incrementos em diversas moléculas flavonoides, como por exemplo, o
kaempferol que atingiu um incremento acima de 200% em plantas sob e[CO2] em
comparacao as plantas na condi¢cdo a[CO2] (GHASEMZADEH; JAAFAR; RAHMAT,
2010). O conteudo de metabolitos secundarios pode variar entre diferentes tecidos e
orgéos vegetais. Em gréos de arroz cultivado em condi¢cdo de e[COZ2] foi verificado
uma reducdao significativa no contetdo de flavonoides totais, reflexo da reducdo nos
niveis de fenilalanina, aminoacido aromatico precursor da rota de sintese dos
flavonoides. Neste caso 0s autores sugerem que esse aminoacido foi realocado para
suprir as demandas na sintese de proteinas dos graos em pleno desenvolvimento em
detrimento do metabolismo secundéario (GOUFO et al., 2014).

Em plantulas de arroz a condicdo de e[CO2] ndo € capaz de alterar
significativamente o conteudo de flavonoides dos tecidos foliares, possivelmente pelo
fato das plantulas ndo experimentarem uma condicdo de estresse em e[CO2]
(PANIGRAHI et al., 2016). No entanto, no presente estudo a analise foi realiza em
plantas em estadio de desenvolvimento mais avancado, possibilitando o incremento
do indice de flavonodis em trés gendtipos (Figura 4C). Alteracdes positivas sobre o
metabolismo vegetal também foram reportadas em plantas de arroz submetidas por
um periodo mais longo (84 dias) ao e[CO2], nas quais foram constatadas alteracdes
na expressao génica, principalmente em grupos de genes envolvidos no metabolismo
secundario, mostrando uma regulacéo positiva na expressédo de inUmeros genes da

rota de biossintese de flavonoides, flavonas e flavonois (XU et al., 2019).
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Figura 4 — Analises dos indices de clorofila (A), do balanco de nitrogénio (B) e de flavondis (C) de seis
genotipos de arroz irrigado cultivados em camaras de topo aberto com concentragéo ambiente de CO:
(400ppm) e concentragdo elevada de CO:2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentragées de CO:2 dentro de cada
genotipo e letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os gendétipos em cada
concentragdo de CO:2 pelo teste Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga
(IC95%). *Denota diferenga significativa pelo teste t (p<0,05) na comparagdo entre as duas

concentragdes de CO2 no mesmo gendtipo.
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No experimento de 2017/18 verificou-se interacdao significativa entre
concentracdo de CO:2 e gendtipos (p<0,01) para a variavel estatura de planta. Na
condicdo normal de CO2 a maior estatura foi observada nas plantas de SCS 115 CL
(87,6 cm), valor significativamente superior a estatura de Queréncia, IRGA 424 Rl e
IRGA 416 (Figura 5A). Em e[CO2] SCS 115 CL e Queréncia foram os genotipos com
maior estatura, atingindo 86,1 e 85,2 cm, respectivamente.

Na comparacdo entre as condi¢cdes de CO2, pode-se verificar que o e[CO2]
induz maior estatura de plantas em Queréncia, corroborando com resultados
apresentados por Kumar et al. (2017), o qual mostra que o enriguecimento tanto com
550, quanto 700ppm de CO: possibilitou maior estatura de plantas de arroz da cv.
Naveen, além de aumentar o indice de area foliar e perfilhos produtivos (KUMAR et
al., 2017). Entretanto, para Atalanta e IRGA 424 Rl o e[CO2] houve reducdo da
estatura de plantas em relacdo a condicdo normal de CO:2. Neste sentido, em estudo
desenvolvido por Zhu et al. (2013), também foi constatada variabilidade intraespecifica
na resposta referente a estatura de plantas de arroz em funcdo da concentracédo de
CO2, 0 gendtipo SY63 apresentou incremento na estatura em e[CO2], enquanto a
estatura do gendtipo Koshihikari ndo sofreu alteragbes. Dessa forma, a estatura de
planta deve ser considerada um parametro importante na busca por genétipos
responsivos ao e[CO2], visto que pode haver maior risco de acamamento naqueles
genotipos que respondem com incremento da estatura sob e[CO2] nas condicfes de
mudancas climaticas (ZHU et al., 2013).

J& no experimento de 2018/19 apenas o efeito simples do fator gendtipo foi
significativo (p<0,001), sendo que Queréncia e SCS 115 CL foram os gendtipos com
maior estatura de planta, enquanto os menores valores de estaturas de plantas foram
observados em IRGA 424 Rl e IRGA 416 (Figura 5B).



65

140 140

2017/18 [ 400ppm 2018/19 [ 400ppm
1204 A =3 700ppm 120{ B [==3J 700ppm
'g 100 4 'g 100 -
Aab Aa —
S Aa S = =
A -
s T N o - " E
< 80 Bc Abc < 804 =
g R 1 ¥ g =
(] Q
e} =]
< 60 @ 604
E 3
8 8
& 40 4 & 40 4
20 4 20 1
0 0
B2 Q gy % So & I Q % % Y D%
% %, S S % <, % % S S % .
U, S % % 6 s , S % %,
» /VO E4 6 o o ’l/o k4 6 o
v % 2 < “ % 2 <

Figura 5 - Estatura de plantas (cm) de seis genétipos de arroz irrigado cultivados em camaras de topo
aberto com concentracdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragdo elevada de CO2 (700ppm) no
ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailsculas diferentes indicam diferencga
significativa entre as concentracdes de COz dentro de cada genotipo e letras minUsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre 0os genétipos em cada concentragdo de CO: pelo teste Tukey
(p=0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (1C95%).

Para a variavel massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) no
experimento de 2017/18 n&o houve interagdo entre os fatores. Foram observados
apenas os efeitos simples significativos dos fatores CO: (p<0,001) e Gendtipo
(p=<0,001). O gendtipo SCS 115 CL apresentou maior acumulo de massa seca da parte
aérea em relacdo a IRGA 424 RI, Atalanta e IRGA 416 e nao diferiu de Queréncia e
EP 106 (Figura 6A). Considerando o acumulo de MMSPA dos gendtipos em cada
condicéo de COz2, pode-se observar que apenas EP 106, SCS 115 CL e Atalanta foram
responsivos ao aumento do COg2, apresentando incrementos de 14, 15 e 21% na
MMSPA, respectivamente. No experimento de 2018/19 observou-se a interagao
significativa entre CO2 e gendtipos (p<0,05). Na condigdo de CO2 normal, SCS 115
CL e Queréncia obtiveram os maiores acumulos de MMSPA, enquanto IRGA 416 e
Atalanta apresentaram menores valores de MMSPA (Figura 6B). Ja em e[CO2], além
de SCS 115 CL e Queréncia, o genotipo IRGA 424 RI mostra acumulo de MMSPA
superior aos demais genotipos.

Em relacdo as concentragbes de CO2 em 2018/19, apenas 0s gendtipos SCS
115 CL e IRGA 424 Rl mostraram ser responsivos ao e[CO2], confirmado pela maior
MMSPA destes gendtipos na condicdo de e[CO2]. Conforme reportado por Shimono
et al. (2009), os fatores que contribuem para incremento de biomassa em e[CO2] sé&o

a capacidade de interceptacdo da radiacdo (IPAR) pelo dossel e a eficiéncia no uso
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da radiacdo (MMSPA / IPAR), associados com as respostas positivas significativas do

indice de area foliar e taxa de assimilacao liquida (ROY et al., 2012).
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Figura 6 - Massa da matéria seca da parte aérea (g vaso™) de seis genotipos de arroz irrigado cultivados
em camaras de topo aberto com concentracdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentracdo elevada de
CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre as concentragées de CO: dentro de cada gendtipo e letras minUsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre os genétipos em cada concentracdo de CO: pelo teste
Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenga
significativa pelo teste t (p<0,05) na comparagédo entre as duas concentra¢cdes de CO2 no mesmo
genotipo.

Com relacdo a variabilidade de resposta no acumulo de biomassa, foi
constatado que a magnitude da diferenca de biomassa causada pela concentragao de
CO2 & maior em genotipos precoces e tardios do que em genotipos intermediario
(SHIMONO et al., 2009). Neste estudo, resultados semelhantes foram observados nas
respostas de Atalanta (mais precoce) e SCS 115 CL (mais tardio) (Figura 6). Segundo
Masuya et al. (2020) a variabilidade genotipica referente ao acumulo de biomassa
observada em O. sativa e O. glaberrima na responsividade ao e[CO2] é resultado do
padréo de particdo dos fotoassimilados, onde foi verificado que gendtipos com maior
distribuicdo de fotoassimilados para as folhas em relacdo aos colmos, apresentam
maior incremento de biomassa. Interessante destacar que Shimono e Bunce (2009)
constataram que o e[CO2] aumenta a massa da matéria seca total e massa seca das
raizes até certo estadio de desenvolvimento, porém, do estadio de iniciacdo da
panicula para a maturacdo intermediaria, o incremento de biomassa em e[CO2] com
relacdo ao a[CO2] decresce de 35 para 6% na massa da matéria seca total, e de 39

para 9% na massa seca das raizes, coincidindo com a reducéo de 40% na capacidade
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de absorcdo de N (nitrato e amonio). Por outro lado, um arroz hibrido (variedade
Liangyoupeijiu) responsivo no acumulo de biomassa na parte aérea em e[CO2],
apresentou melhor absor¢cédo de N em e[CO2], tanto no estadio vegetativo quanto no
estadio reprodutivo. A manutencdo da elevada absorcdo de N durante a fase
reprodutiva especificamente se deve a grande demanda de recursos (N) exercida pela
forca dreno dos érgéo reprodutivos (espiguetas) (YANG et al., 2009a).

No presente estudo néo foi observada interacéo significativa entre os fatores
para a variavel massa da matéria seca das raizes (MMSR). No entanto, o efeito
simples foi significativo tanto para CO:2 (p<0,01), quanto para o fator genotipo
(p=<0,001). O maior valor de MMSR dentre os gendtipos foi alcangado por IRGA 424
RI (Figura 7). Considerando as concentracdes de CO2, o e[CO2] propiciou maior
crescimento radicular em plantas dos gendtipos Queréncia e IRGA 424 RI
comparadas as plantas cultivadas na condicdo de a[CO2]. Tem sido observado que o
e[CO2] também estimula o crescimento do sistema radicular em outro gendétipo de
arroz (SHIMONO; BUNCE, 2009). Durante a fase vegetativa, 0 aumento no
crescimento da raiz em e[CO2] € devido principalmente ao numero de raizes
adventicias. No entanto, o grau de estimulacdo do crescimento radicular declina ao
longo do ciclo e, a partir do estadio de emissdo das paniculas, parece ndo haver
diferencas entre as respostas em e[CO2] e a[CO2] (YANG et al., 2008), esse declinio
no crescimento radicular ocorreu em Atalanta, IRGA 416, EP 106 e SCS 115 CL
(Figura 7).
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Figura 7 - Massa da matéria seca do sistema radicular (g vaso™) de seis genétipos de arroz irrigado
cultivados em camaras de topo aberto com concentracdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragdo
elevada de CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18. As linhas verticais indicam o intervalo de
confianca (IC95%). * Denota diferenca significativa pelo teste t (p<0,05) na comparacéo entre as duas
concentragdes de CO2 no mesmo gendtipo.

O numero de paniculas é um importante componente que pode determinar o
rendimento de grdos na cultura do arroz, bem como o numero de espiguetas,
percentual de gréos cheios e peso de grdos. Com o aumento do CO2 na atmosfera,
estudos tém indicado que as plantas de arroz, de maneira geral, produzem um maior
numero de paniculas (ROY et al., 2012; YOSHINAGA et al., 2020). Um estudo com
arroz identificou importantes QTLs responsivos ao e[CO2], dentre eles, QTLs
relacionados a producédo de paniculas, denominados gPN-5 e qPN-10, localizados nos
cromossomos 5 e 10, respectivamente. Estas descobertas sugerem que apenas altas
concentracdes de CO2 atmosférico podem induzir a expressao de genes destes QTLS,
podendo assim contribuir para aumentar a produtividade em condi¢des futuras (FAN
et al., 2008).

Os resultados obtidos neste estudo referentes ao nimero de paniculas (Figura
8) corroboram com resultados apresentados por Shimono et al., (2009), que mostram
a presenca de alta variabilidade genética em relacdo a capacidade de resposta ao
e[CO2], com incremento de paniculas variando de 4 a 23% entre os genétipos. O
efeito isolado dos fatores CO: e genotipos foram significativos (p<0,001), no entanto,

para o experimento de 2017/18 nao foi observada interacdo significativa. Neste



69

experimento (2017/18), entre gendtipos 0 maior nimero de paniculas foi produzido
por IRGA 424 RI, enquanto SCS 115 CL e Atalanta foram os gendtipos com menor
namero de paniculas. A capacidade de resposta significativa referente ao aumento da
emissdo de paniculas frente ao incremento de CO: foi observada em Queréncia,
Atalanta e IRGA 416 (Figura 8A), nos quais foram constatados incrementos na ordem
de 18, 19 e 22% sobre o niumero de paniculas, respectivamente.

No experimento de 2018/19, a responsividade ao e[CO2] em relacdo a emissao
de paniculas foi observada apenas em Atalanta e Queréncia (Figura 8B), o niumero
final de paniculas dos demais genétipos néo foi impactado pelo e[CO2]. Baker (2004),
também relatou que e[CO2] ndo afetou significativamente o numero final de paniculas
em trés genaotipos norte-americanos (Cocodrie, Cypress e Jefferson). Por outro lado,
Kumar et al. (2017) reportaram um incremento de 37% no namero de paniculas em
plantas do gendtipo Naveen cultivadas em 550 ppm de CO:2 atmosférico, comparado
ao numero de paniculas obtido em 400ppm. No presente estudo, sob a condicao
normal de COz2, 0os maiores numeros de paniculas foram alcangados por IRGA 424 RI
e IRGA 416, ja na condicdo de e[CO2], IRGA 424 RI e Queréncia produziram mais
paniculas (Figura 8B). Sabe-se que dentre os componentes de rendimento, aqueles
gue determinam a maior capacidade de dreno como por exemplo, o nimero de
paniculas, apresentam correlacdo positiva mais consistente com a produtividade de
graos em condicOes ideais de cultivo (DE COSTA et al., 2007) em condicOes ideais
de cultivo. Esse mecanismo de maior capacidade de dreno efetuado pelas paniculas
foi observado em Queréncia, gendtipo que teve incremento no niumero de paniculas

o que refletiu em maior produtividade de graos nas plantas em e[COZ2] (Figura 13).
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Figura 8 - NUmero de paniculas por vaso de seis genoétipos de arroz irrigado cultivados em camaras de
topo aberto com concentragdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragdo elevada de CO2 (700ppm)
no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre as concentracdes de COz dentro de cada genotipo e letras minUsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre 0os genétipos em cada concentragdo de CO: pelo teste Tukey
(p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenga significativa
pelo teste t (p<0,05) na comparagéo entre as duas concentragdes de CO2 no mesmo genatipo.

O estadio reprodutivo ocorre a partir de mudancas fisiologicas que
desencadeiam a iniciacdo floral. A transicdo do estadio vegetativo para o estadio
reprodutivo determina o tempo de floracéo, e é considerada uma das mais importantes
alteracbes do desenvolvimento do ciclo de vida das plantas. O tempo de floracao é
controlado por uma rede complexa de genes que integra estimulos ambientais como
comprimento do dia, temperatura, qualidade de luz, disponibilidade de agua e
nutrientes, com sinais endégenos (SHRESTHA et al., 2014).

Para a variavel antese, a interacdo significativa entre os fatores foi observada
apenas no primeiro experimento (Figura 9A). O e[CO2] reduziu o periodo de dias para
atingir o estadio R4 (antese) nos gendtipos Atalanta e IRGA 416. Estudos anteriores
também verificaram efeito do e[CO2] sobre a antecipacdo da antese. Uprety et al.
(2003), observaram a antecipacao de oito e trés dias na antese dos genotipos de arroz
Pusa Basmati-1 e Pusa-677, respectivamente. Assim como, resultados reportados por
Seneweera e Conroy (1997), mostram o efeito do e[CO2] na aceleracdo do
florescimento, no qual foi constatado uma antecipacao de sete dias na floracdo de
plantas de arroz cultivadas em e[CO2] comparado ao a[CO2]. Sabe-se que a interacao

entre e[CO2] e temperatura elevada também afeta o periodo de floracéo, pois ocorre
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reducdo no intervalo de filocrono, reduzindo os dias da emergéncia a emissao das
paniculas e consequentemente a floracdo (MANALO et al., 1994).

A variabilidade intraespecifica em relacéo a resposta do tempo de floracdo em
e[CO2] tem sido pouco estudada. No entanto, em um trabalho com 10 genétipos de
Arabidopsis thaliana, foi possivel observar diferentes respostas do efeito do e[CO2]
sobre o tempo de floracdo, desde a floracdo mais precoce, atrasada e inalterada
(SPRINGER; WARD, 2007). Sabe-se que em genotipos responsivos de A. thaliana o
mecanismo de antecipacdo do florescimento em funcdo do e[CO2] engloba uma
complexa cascata de sinalizagcdo que envolve pelos menos trés microRNAs (miR156,
miR157 e miR172), além de genes SPLs (SQUAMOSA PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE) e genes da familia APETALA2 (AP2). Os genes AP2 atuam
retardando a transicao do estadio vegetativo para o reprodutivo e o tempo de floracéo.
Sob e[CO2] ocorre a reducdo na expressao de miR156 e miR157 e o aumento na
expressao de miR172. A reducao dos niveis de miR156/157 possibilita 0 aumento de
niveis de SPLs que, por sua vez, incrementam a transcricdo de miR172 e, que por
fim, atuam na supressao de genes AP2, resultando na antecipacéo do florescimento
(MAY et al., 2013).

Portanto, uma cascata de sinalizagao de indugao do florescimento similar deve
atuar no metabolismo daqueles gendétipos de arroz responsivos ao e[CO2]. Em um
estudo anterior com plantas de arroz, foi reportado que a superexpressao de miR172d
também induz o florescimento via repressdo da expressdo dos genes OsIDS1
(OSINDETERMINATE SPIKELET 1) e SNB (SUPERNUMERARY BRACT) que, por
sua vez, também séo genes pertencentes a familia AP2 (LEE et al., 2014).

Conforme observado nos resultados do presente estudo (Figura 9), para 0s
genotipos Queréncia, IRGA 424 RI, EP106 e SCS 115 CL, o periodo da antese (tempo

de florescimento) n&o foi impactado pelo e[CO2] durante o cultivo.
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Figura 9 - Periodo de dias da emergéncia até a antese de seis gendtipos de arroz irrigado cultivados
em camaras de topo aberto com concentracdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentracao elevada de
CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailusculas diferentes indicam
diferenca significativa entre as concentracdes de CO: dentro de cada gendtipo e letras minusculas
diferentes indicam diferencga significativa entre os genotipos em cada concentragdo de CO: pelo teste
Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%).

Para a variavel nimero de graos por paniculas (NGP), a interacao entre CO:ze
gendtipo foi significativa nos dois experimentos (p<0,05). No ano experimental
2017/18, na condicdo normal de CO2, o gendtipo Atalanta apresentou NGP
significativamente superior aos resultados obtidos nos genoétipos EP106 e SCS 115
CL (Figura 10A). Por outro lado, na condigéo de e[COZ2] os gendtipos Queréncia e EP
106 mostraram maior NGP do que os gendtipos IRGA 416 e SCS 115 CL. Sobre as
respostas em relacdo ao efeito da concentracdo de COg2, constatou-se que para
Atalanta e IRGA 416 o NGP foi significativamente reduzido em e[CO2], ja para EP106
a condicao de e[CO2] possibilitou o incremento no NGP.

De acordo com Li et al. (2017), o e[CO2] causou um incremento de até 35% no
NGP devido, principalmente, ao aumento no numero total de espiguetas, associado a
reducdo da degeneracdo destas espiguetas. O incremento do NGP também esta
relacionado ao aumento do suprimento de fotoassimilados apds o estadio de emissao
das paniculas e, principalmente, a maior eficiéncia na remobilizacdo dos
fotoassimilados armazenados nas folhas e colmos durante o estadio vegetativo para
os graos (LIU et al., 2008; YANG et al., 2009b). Neste sentido, um QTL para NGP
denominado gGP-1 foi identificado como responsivo ao e[CO2] em linhagens de arroz
oriundas do cruzamento entre IR24 e Asominori. Na condi¢ao de e[CO2], a presenca

deste QTL possibilitou um incremento de cerca de 8 graos por panicula (FAN et al.,



73

2008). Portanto, a identificagdo de QTLs responsivos ao e[CO2] possibilita o
desenvolvimento de novos genoétipos mais responsivos as condicbes ambientais
futuras.

No experimento de 2018/19, constatou-se que o gendtipo Atalanta apresentou
o0 maior NGP tanto na condigéo de a[CO2], quanto em e[CO2], em relacéo aos demais
genotipos (Figura 10B). O NGP do gendtipo SCS 115 CL, na condi¢éo de a[CO2] foi
significativamente menor do que Atalanta e IRGA 416, sendo que na concentracao
e[CO2], SCS 115 CL foi o genétipo que apresentou menor NGP entre todos gendtipos
avaliados. Em relacdo ao desempenho de cada genotipo nas diferentes condicdes de
COg, foi constatado que o e[CO2] reduziu significativamente o NGP em IRGA 424 RI
e SCS 115 CL. A reducao do NPG nos gendtipos IRGA 416 em 2017/18 e de IRGA
424 Rl e SCS 115 CL em 2018/19, esta diretamente relacionada com o incremento da
esterilidade de espiguetas em e[CO2] (Figura 11).
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Figura 10 - NUumero de grdos por panicula de seis genétipos de arroz irrigado cultivados em camaras
de topo aberto com concentracdo ambiente de CO:z (400ppm) e concentragdo elevada de CO:
(700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca significativa entre as concentra¢bes de CO:2 dentro de cada genotipo e letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre os genétipos em cada concentracao de CO: pelo teste
Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%).

O incremento do numero de espiguetas diferenciadas e o decréscimo no
percentual de espiguetas degeneradas, em razao do cultivo em e[CO2], pode estar
relacionado com maior sintese de citocininas e incremento na atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo do nitrogénio nas paniculas, uma vez que nessas
paniculas ocorre aumento da atividade das enzimas glutamina sintetase (GS),
glutamato sintase (GOGAT) e glutamato desidrogenase (GDH). Além disso, o e[CO2]
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aumenta a expressdo dos genes OsAMT1.1, OsAMT1.2, OsAMT1.3 e OsNRT, os
guais codificam proteinas transportadoras de aménio e nitrato (WANG et al., 2019b).
Por outro lado, o menor nimero de espiguetas em genotipos que apresentam baixa
resposta ao e[CO2] pode ser atribuido ao decréscimo na atividade das raizes, o que
resulta na reducdo da sintese de citocininas que atuam no desenvolvimento das
paniculas (ZHU et al., 2015).

Foi constatada interacao significativa entre CO2 e genotipo para a variavel de
esterilidade de espiguetas, tanto no experimento de 2017/18 (p<0,01) quanto em
2018/19 (p<0,05). Em 2017/18 a esterilidade de espiguetas em SCS 115 CL foi
significativamente superior aos demais genotipos nas duas condi¢des de CO2 (Figura
11A). Por outro lado, o gendtipo EP 106 apresentou o menor percentual de esterilidade
dentre os genotipos, em ambas as concentracdes de CO: estudadas. Considerando o
efeito da concentracdo de COg2, verificou-se que o e[CO2] causou um aumento
significativo na esterilidade de espiguetas do gendtipo IRGA 416.

No experimento de 2018/19, na condicdo normal de CO2, os genoétipos SCS
115 CL e Queréncia apresentaram 0s maiores percentuais de esterilidade de
espiguetas (Figura 11B), diferindo de Atalanta e EP 106, que apresentaram 0s
menores valores de esterilidade de espiguetas na mesma condigcdo de CO2. Em
e[CO2], os maiores percentuais de esterilidade de espiguetas foram atingidos por SCS
115 CL e IRGA 424 RI. Ja os genotipos Atalanta e EP 106 apresentaram 0s menores
percentuais de esterilidade de espiguetas (p<0,05) em comparacdo aos demais
gendtipos cultivados em e[CO2]. Em relacdo ao efeito das concentracfes de CO:2
sobre cada genotipo, constatou-se que e[CO2] desencadeou uma elevacdo no
percentual de esterilidade de espiguetas dos genotipos IRGA 424 Rl e SCS 115 CL.

O e[CO2] pode aumentar a temperatura do dossel devido ao fechamento dos
estdbmatos, resultando na reducdo da gs. A reducdo da gs causa redugcdo da
transpiracdo e, consequentemente, pode haver aumento da temperatura da planta.
De acordo com Yoshimoto et al. (2005), nas plantas em e[CO2] a temperatura das
folhas foi entre 1 e 2°C mais elevada do que na condi¢cdo a[CO2], enquanto nas
paniculas a temperatura foi entre 0,5 e 1°C mais elevada na condicdo de e[COZ2]
durante a antese. Essa elevacdo na temperatura dos tecidos vegetais causada pelo
e[CO2], é considerada suficiente para induzir a esterilidade de espiguetas. As

alteracOes causadas pelo e[CO2] nas espiguetas durante a floracdo também afetam
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negativamente o processo de polinizacdo, através da reducdo no numero de graos
pélen depositados sobre o estigma (KOBAYASI et al., 2019).

Neste sentido, possivelmente o incremento na esterilidade de espiguetas
observado nos gendtipos IRGA 424 Rl e SCS 115 CL sob e[CO2] deve ter sido
resultante da elevacao da temperatura das paniculas durante a antese, uma vez que,
estes genotipos apresentaram uma reducdo significativa da gs (Figura 3). Ja a
esterilidade observada em IRGA 416 em e[COZ2] pode ter sido incrementada por uma

possivel redu¢do no nimero de graos de pdélen depositados sobre os estigmas.
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Figura 11 - Percentual de esterilidade de espiguetas de seis genétipos de arroz irrigado cultivados em
camaras de topo aberto com concentracdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragéo elevada de CO:2
(700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras maiusculas diferentes indicam
diferenca significativa entre as concentragbes de CO:2 dentro de cada genotipo e letras minusculas
diferentes indicam diferenga significativa entre os genotipos em cada concentracdo de CO: pelo teste
Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%).

Na variavel peso de mil graos (PMG) nao foi constatada interacdo entre os
fatores CO2 e genoétipo em nenhum dos experimentos. No experimento de 2017/18,
os resultados mostram que SCS 115 CL obteve o maior valor de PMG dentre os
genotipos (Figura 12A), enquanto os valores de PMG em IRGA 416 e 424 RI foram
significativamente menores que os demais genoétipos. No experimento de 2018/19, foi
observado significancia apenas no efeito simples dos fatores CO2 (p<0,05) e gendtipo
(p=<0,001). No fator genétipo, SCS 115 CL apresentou o maior valor de PMG (30 g)
(Figura 12B), sendo que o PMG de IRGA 416 (21 g) foi significativamente menor
comparado a todos os genétipos avaliados.

Em relagdo a concentracdo de CO2, no geral, o PMG foi significativamente

maior na condi¢cado de e[CO2] em relacdo ao a[CO2]. Esse resultado corrobora com
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dados apresentados por Zhu et al. (2015), onde foi verificado que o e[CO2] causou um
incremento significativo de 3,5% no peso individual de graos em relacdo a condicao
de a[CO2]. Entretanto, assim como no experimento 2017/18, os resultados obtidos
por Yoshinaga et al. (2020), também mostram que o e[CO2] ndo apresentou efeito

sobre o PMG de cinco gendtipos de arroz avaliados.
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Figura 12 - Peso de mil graos de seis gendtipos de arroz irrigado cultivados em camaras de topo aberto
com concentragédo ambiente de COz (400ppm) e concentragdo elevada de CO: (700ppm) no ano
experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga
(1C95%).

Na variavel produtividade de graos, foi observada interacdo significativa entre
os fatores nos dois experimentos (p<0,05). Na condi¢ao de a[CO2] no experimento de
2017/18, os genotipos Atalanta, Queréncia, IRGA 424 RIl, IRGA 416 e EP106
apresentaram produtividades de gréos superiores ao genétipo SCS 115 CL (Figura
13A). Na condicao de e[CO2] os gendtipos Queréncia e EP 106 obtiveram as maiores
produtividades de graos. E assim como na condicdo de a[CO2], o gendétipo SCS 115
CL obteve a menor produtividade de graos entre 0os seis genotipos. Avaliando as
respostas de cada genoétipo em relacdo as concentragdes de COz2, constatou-se que
Queréncia e EP 106 foram responsivos ao e[COZ2], mostrando incremento de 37 e
31% na produtividade de graos, respectivamente.

No experimento 2018/19, na concentracado a[CO2], a produtividade de graos de
IRGA 424 RI foi significativamente superior ao SCS 115 CL (Figura 13B), mas nao
diferindo dos demais gendtipos. J& na condicdo e[CO2] o gendtipo Atalanta obteve
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produtividade de gréos significativamente superior aos genoétipos IRGA 424 Rl e SCS
115 CL, porém néo diferindo da produtividade de Queréncia, EP 106 e IRGA 416. Em
2018/19, apenas 0 gendtipo Queréncia apresentou responsividade ao e[CO2], com
um incremento de cerca de 35% na produtividade de graos. Por outro lado, o genétipo
SCS 115 CL foi impactado de maneira negativa pelo e[COZ2], condicdo que causou
reducdo de 35% na produtividade de graos.

A produtividade de gréos da cultura do arroz é determinada pelos componentes
de rendimento como o nimero de paniculas, nimero de grdos cheios por panicula e
peso individual de grdo (SATAPATHY et al.,, 2015). Em se tratando do efeito do
e[CO2], um levantamento recente mostra que o incremento do nimero de paniculas
contribui com 86% no aumento da produtividade em cultivares japdnica, enquanto
para cultivares indica e hibridos a contribuicédo é de 41%. Em relacdo ao niumero de
espiguetas por panicula, a contribuicdo sobre a produtividade de hibridos e cultivares
indica é de 36%, e de apenas 2% em cultivares japdnica (LV et al., 2020).

O incremento de produtividade em e[CO2] é resultado do desempenho das
plantas desde os estadios iniciais até a maturacdo. O e[CO2] aumenta a atividade de
enzimas importantes, como a sacarose fosfato sintase, promovendo o incremento de
carboidratos solUveis totais e amido, consequentemente estimulando a producédo de
perfilhos e paniculas. Enquanto, os fotoassimilados sintetizados durante o estadio de
emissdo das paniculas comecam a ser exportados para as paniculas para dar
sequéncia ao processo de desenvolvimento dos grdos (SUJATHA et al., 2008).

Portanto, como observado neste estudo o incremento de produtividade de
graos em e[CO2] no gendtipo Queréncia foi devido principalmente ao aumento no
namero de paniculas. Enquanto, o incremento de produtividade em EP106 esta
relacionado com maior NGP, corroborando com resultados obtidos por Uprety et al.
(2003), onde o aumento de 40% na produtividade em funcao do e[CO2] foi atribuido
principalmente ao incremento no nimero de graos, proporcionado pelo maior fluxo de
carboidratos das folhas fontes para a producéo de gréos. Resultados similares foram
obtidos por Hasegawa et al. (2013), onde os dois gendtipos mais responsivos ao
e[CO2]também mostraram mecanismos distintos para incrementar a produtividade de
graos, no genotipo Takanari a realocagdo dos recursos foi direcionada para aumentar
a producao de espiguetas por panicula, enquanto Akita 63 realocou os fotoassimilados
para incrementar a massa individual de gréao. E por fim, a reducdo do NGP em SCS

115 CL foi responsavel pelo decréscimo na sua produtividade em e[CO2].
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Figura 13 - Produtividade de gréos (g vaso™) de seis gendtipos de arroz irrigado cultivados em camaras
de topo aberto com concentracdo ambiente de CO2(400ppm) e concentragdo elevada de CO2 (700ppm)
no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras maiusculas diferentes indicam diferenga
significativa entre as concentracdes de CO2 dentro de cada gendtipo e letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre 0os genétipos em cada concentracdo de CO: pelo teste Tukey
(p=0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (1C95%).

O e[CO2] causa incremento da atividade de importantes enzimas envolvidas no
metabolismo dos carboidratos. Dessa forma, o incremento na atividade das enzimas
sacarose fosfato sintase e sacarose sintase, e na expressao dos genes SPS1 e
RSUS1, causa forte aumento no conteudo de sacarose, hexose e amido. O
incremento destes fotoassimilados possibilita uma aceleracdo do crescimento e da
transicdo da fungao dreno para a fungao fonte das folhas mais novas, contribuindo
para o incremento de produtividade (LI et al., 2008).

Neste estudo o parametro da razdo fonte/dreno apresentou interacéo
significativa nos dois experimentos (p<0,01). Em 2017/18, tanto na condi¢do normal
de CO2, quanto em e[CO2] a maior razdo fonte/dreno foi constatada no gendétipo SCS
115 CL (Figura 14A). Os demais gendtipos ndo diferiram um do outro nas condi¢des
de CO2. Considerando a resposta de cada genétipo nas duas concentracdes de CO2
foi possivel verificar que IRGA 416 e SCS 115 CL apresentaram maior razéo
fonte/dreno na condicdo de e[CO2], mostrando que nesses dois genotipos
possivelmente a realocacao de assimilados néo foi direcionada suficientemente dos
colmos e folhas para as espiguetas.

No experimento de 2018/19, no cultivo em a[CO2], os gendtipos SCS 115 CL,

Queréncia apresentaram valores para razéo fonte/dreno significativamente maiores
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do que a razéao fonte/dreno de IRGA 416 e Atalanta (Figura 14B). Na condi¢ao de
e[CO2] o gendtipo SCS 115 CL obteve a maior razéo fonte/dreno entre os genétipos
avaliados. Da mesma forma, IRGA 424 RI apresentou uma razdo fonte/dreno
significativamente maior quando comparado com o genoétipo Atalanta. Em relagéo aos
efeitos das concentracbes de CO2 em cada gendtipo, foi constatado que o e[CO2]
causou incremento significativo na razao fonte/dreno dos genétipos IRGA 424 Rl e
SCS 115 CL em relacéo as plantas destes gendtipos cultivadas em a[CO2]. Assim
como SCS 115 CL e IRGA 416, o gendtipo IRGA 424 RI nédo apresentou eficiéncia na
realocacao de assimilados para producéo de gréos.

Apesar dos gendtipos Queréncia e EP106 apresentarem maior incremento de
produtividade em resposta ao e[COZ2], a relacao fonte/dreno, mesmo que tenha sido

menor em e[CO2], ndo diferiu da condicao a[CO2].
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Figura 14 — Relacgéo fonte:dreno (MMSPA:Produtividade de graos) de seis genotipos de arroz irrigado
cultivados em camaras de topo aberto com concentragdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentracao
elevada de CO:2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre as concentracdes de CO:2 dentro de cada gendtipo e
letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os genétipos em cada concentracdo
de CO: pelo teste Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%).

Quanto a capacidade dreno, ndo foi observada interacdo entre os fatores no
experimento de 2017/18. A significancia foi observada nos efeitos simples de genétipo
(p<0,001) e CO2 (p<0,001). Dentre os gendtipos, Queréncia e IRGA 424 RI
apresentaram capacidade dreno significativamente superior aos demais (Figura 15A).
Considerando 0s genoétipos nas duas concentracdes de CO2, Queréncia e EP106
apresentaram incremento significativo da capacidade dreno na condicdo de e[CO2]

em comparacao a condi¢ao de a[CO2].
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Ja4 no experimento de 2018/19, foi detectada interacdo entre os fatores
(p=<0,001). Na condicao de a[COZ2], os gendtipos IRGA 424 RI, Queréncia e SCS 115
CL apresentaram os maiores valores de capacidade dreno (Figura 15B). Enquanto,
na condigcdo de e[CO2], Queréncia e IRGA 424 RI apresentaram capacidade dreno
significativamente superior aos demais. Em relagéao ao efeito da concentragao de COq,
0 incremento significativo na capacidade dreno em e[CO2] foi constatado nos
genotipos Queréncia e Atalanta.

A resposta mais eficiente das plantas a uma condicdo de e[CO2] esta
relacionada com a capacidade dreno e a habilidade para manter a capacidade
fotossintética durante o desenvolvimento dos grdos. A continuidade da estimulacdo
fotossintética pode estar associada a reducdo da relacao fonte/dreno do carbono e
integrada a manutencao dos niveis de expresséo do gene RBCL (codificante da maior
subunidade da RUBISCO), do contetudo da RUBISCO e da atividade de carboxilagédo
(ZHU et al., 2014). Além disso, outro estudo revelou que em condi¢do de e[CO2] o
incremento da expressao dos genes OsSUT1 e OsSUT2 pode estar associado a
manutencdo da capacidade fotossintética da folha bandeira durante o enchimento de
graos de arroz. Esses genes codificam transportadores de sacarose que podem atuar
para evitar o acumulo excessivo de carboidratos nos tecidos fonte (ZHANG et al.,
2020a). Cao et al. (2020), observaram que as plantas de arroz em e[CO2] sdo capazes
de aumentar a sintese e 0 acumulo de carboidratos ndo-estruturais nos colmos, porém
o incremento da produtividade de graos foi limitado pela pouca capacidade dreno da
planta. Portanto, os resultados de maior capacidade dreno obtidos no presente estudo
sugerem que o0s genotipos Queréncia e EP 106 em atmosfera enriquecida com CO2
sdo capazes de manter elevada a atividade fotossintética ao longo do ciclo,
especialmente na fase de enchimento de gréos, e dessa forma atingir patamares

superiores de produtividade.
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Figura 15 — Andlise da capacidade dreno de seis genétipos de arroz irrigado cultivados em camaras de
topo aberto com concentragdo ambiente de CO2 (400ppm) e concentragéo elevada de CO2 (700ppm)
no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19 (B). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre as concentra¢des de CO: dentro de cada gendtipo e letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os genétipos em cada concentracdo de CO: pelo teste Tukey
(p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenca significativa
pelo teste t (p<0,05) na comparagéo entre as duas concentragdes de CO2 no mesmo genatipo.

3.3.3 Experimento de qualidade de sementes

O desenvolvimento da semente pode ser considerado como um processo
descontinuo e gradual, onde inimeras fases ocorrem em sucessao para formar uma
unidade reprodutiva funcional. Todo esse processo de desenvolvimento da semente
€ muito complexo e altamente coordenado, que integra rotas de sinalizacdes
genéticas, metabdlicas e fisioldgicas, as quais podem ser afetadas tanto por sinais
enddgenos, quanto estimulos ambientais (SABELLI, 2012).

Por sua vez, a germinacdo das sementes, sendo crucial para o estabelecimento
das plantulas e crescimento das plantas da proxima geracdo, € um evento pré-
requisito para a produtividade da cultura (HAN; YANG, 2015). A germinacdo é um
processo fisiolégico e bioquimico complexo que envolve uma série de transdugéo de
sinais e regulacdo da expressao génica. O processo de germinacdo das sementes
inicia de fato com a absorcao de agua e é finalizado com a protrusédo da radicula. Ao
todo esse processo abrange trés fases. A primeira é a fase de rapida absorcao de
agua, a segunda fase consiste da reativagdo do metabolismo e a fase trés
compreende a emergéncia da radicula (HE; YANG, 2013).

Durante o processo de germinacao ocorre uma série de eventos de mobilizacéo

de reservas como amido, proteinas e lipideos, que inicia logo apés a embebicéao,
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guando o embrido comeca a sintetizar giberelina, esse horménio entédo difunde para
a camada de aleurona onde inicia uma cascata de sinalizagao que leva a sintese a-
amilases e outras enzimas hidroliticas. Por fim, essas enzimas atuam no endosperma
degradando os compostos de reserva (HE; YANG, 2013). A demanda energética para
sustentar a germinacao e o crescimento inicial da plantula de arroz é suprida através
da disponibilidade de moléculas de ATP, oriundas da glicélise, do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos e da fermentacéo (HE et al., 2011; YANG et al., 2007).

No presente estudo a variavel percentual de germinacao aos 5 dias, apresentou
interacdo entre CO2 e gendtipo apenas em sementes oriundas do experimento de
2018/19 (p=<0,05). Enquanto para sementes do experimento de 2017/18 foi constatado
o efeito simples dos fatores CO2 (p<0,01) e gendtipo (p<0,01) (Tabela 6).

Tabela 6 - Valor-p dos efeitos simples e da interacdo entre os fatores para as variaveis dos
experimentos de qualidade de sementes de arroz produzidas em camaras de topo aberto em 2017/18
e 2018/19

2017/18
Germinacao 5d Germinacgédo 14d Comp. Plantula MMSP
CO2 0,007 0,128 0,073 0,918
Genétipo 0,004 0,244 0,000 0,000
CO2xGendtipo 0,282 0,429 0,513 0,204
2018/19
Germinacéo 5d Germinacéo 14d Comp. Plantula MMSP
CO2 0,000 0,993 0,781 0,004
Genétipo 0,000 0,000 0,000 0,000
CO2xGen6tipo 0,033 0,386 0,001 0,415

Dentre os gendtipos, na avaliacdo aos 5 dias o maior percentual de germinacao
foi alcangado por EP 106 (Figura 16A) nao diferindo significativamente apenas do
gendtipo Queréncia. Nas concentracdes de CO2 nas quais as plantas maes foram
submetidas, foi verificado que para IRGA 424 Rl e SCS 115 CL e[CO2] reduziu o
percentual de germinacdo das sementes aos 5 dias. No experimento com sementes
de 2018/19, na condi¢cédo a[CO2] o maior percentual de germinacgéao foi verificado em
Atalanta com diferenca significativa para o percentual de germinacdo dos genétipos
Queréncia e SCS 115 CL (Figura 16B). Na condicao de e[CO2] os genotipos Atalanta
e IRGA 416 apresentaram germinacao superior aos genotipos Queréncia e SCS 115

CL. Analisando o efeito do CO:2 sobre as sementes produzidas de cada genatipo foi
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possivel constatar que o e[CO2] impactou negativamente o percentual de germinagéo
de Atalanta, Queréncia e SCS 115 CL em comparacdo com a germinacdo de

sementes provenientes da condicdo de a[CO2].
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Figura 16 - Percentual de germinacao aos 5 dias apés inicio do teste de germinacdo de sementes de
arroz oriundas de plantas cultivadas em camaras de topo aberto com concentragdo ambiente de CO2
(400ppm) e concentracéo elevada de CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19
(B). Letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentragdes de CO2 dentro
de cada gendtipo e letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os genétipos em
cada concentracdo de CO: pelo teste Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o intervalo de
confianca (IC95%). * Denota diferenga significativa pelo teste t (p<0,05) na comparagéo entre as duas
concentragdes de CO2 no mesmo genotipo.

A avaliacdo do percentual de germinacéo aos 14 dias nao apresentou interacao
significativa entre os fatores. Em relacdo a avaliacao das sementes de 2018/19, o fator
genotipo foi significativo para o percentual de germinacéo aos 14 dias. O genotipo EP
106 atingiu 99,5% de germinac¢ao nao diferindo significativamente de Atalanta, porém
maior do que a germinac¢do dos demais genotipos (Figural7B).
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Figura 17 - Percentual de germinagéo aos 14 dias ap0s inicio do teste de germinagéo de sementes de
arroz oriundas de plantas cultivadas em camaras de topo aberto com concentragdo ambiente de CO2
(400ppm) e concentragdo elevada de CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e 2018/19
(B). As linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%).

Esta elucidado que no processo de germinacdo o horménio ABA apresenta
funcdo antagdnica a giberelina. Uma vez que, ABA impede que a giberelina atue
induzindo a expressédo de GAMyb, um fator de transcricdo que regula a transativacao
da expressao de genes das a-amilases. Ou seja, ABA atua inibindo ou atrasando a
germinacdo (GOMEZ-CADENAS et al., 2001; HAN; YANG, 2015; YE et al., 2012a).
Neste sentido, resultados de estudo revelam que a presencga de alta concentragéao de
glicose durante a embebicdo de sementes de arroz é capaz de suprimir a expressao
de OsABA80x2 e OsABA80x3, 0s quais sdo genes chaves para a regulacdo do
catabolismo de ABA. Como consequéncia, os niveis de ABA sdo mantidos
relativamente elevados, ao ponto de atrasar a germinagao das sementes de arroz
(ZHU; YE; ZHANG, 2009).

Sabendo que em condicao de e[CO2] pode ocorrer um incremento significativo
no conteudo de amilose no endosperma de sementes de arroz (CHATURVEDI et al.,
2017b; SENEWEERA et al.,, 1996), o menor percentual de germinacéo inicial
verificado em alguns genétipos no presente estudo pode estar relacionado com a
manutencdo dos niveis de ABA desencadeada pela sinaliza¢do causada pelo acumulo
de carboidratos soluveis liberados via degradacdo do amido no endosperma. Visto
gue, o percentual de germinacdo baixo foi verificado apenas no periodo inicial, ao
passo que a germinacao final ndo foi impactada pelo efeito parental do e[CO2]. Além
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disso, a reducdo no teor de N e proteinas também parecem impactar a germinagao
de sementes produzidas em e[CO2].

Um estudo realizado por Lamichaney et al. (2019) mostra que quando as
plantas de arroz foram cultivadas em e[CO2] houve reducédo da germinagao e do vigor
das sementes produzidas. Estas respostas foram associadas diretamente a redugéo
no contetdo de N e no teor e translocacdo de carboidratos. No entanto, os autores
destacam a necessidade ampliar o numero de gendtipos avaliados, visto que 0s
resultados estao limitados a um Unico genétipo. Resultados obtidos em trigo mostram
gue o e[CO2] nado é capaz de impactar o percentual de germinacao final, porém reduz
a velocidade de germinacéo. Neste caso, o atraso na germinacéo foi relacionado com
a reducéo do teor de proteinas, combinado com o aumento na oxidacao de proteinas
(VERRILLO et al., 2017).

Em relacdo ao comprimento de plantulas, ndo houve interagéo significativa para
as plantulas de sementes oriundas de 2017/18 (Figura 18A). Houve interacao
significativa entre CO2 e gen6tipo (p<0,001) para o comprimento de plantulas oriundas
das sementes do experimento de 2018/19. As sementes de IRGA 424 RI produzidas
sob a concentracdo a[CO2] originaram plantulas com maior comprimento do que
plantulas de IRGA 416 e Queréncia (Figura 18B). Nas plantulas originadas de
sementes produzidas em e[CO2] Queréncia diferiu significativamente dos demais
genotipos, apresentando o menor comprimento de plantulas. Considerando o efeito
da concentracdo de CO2 em cada gendtipo, verificou-se que plantulas de Queréncia
originadas a partir de sementes produzidas em e[COZ2] apresentaram alteracdes no
comprimento, com plantulas significativamente menores em comparacao as plantulas

oriundas das sementes produzidas em a[CO2].
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Figura 18 — Comprimento de plantulas (cm) aos 14 dias apos inicio do teste de germinacao de sementes
de arroz oriundas de plantas cultivadas em camaras de topo aberto com concentracdo ambiente de
CO2 (400ppm) e concentragéo elevada de CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18 (A), e
2018/19 (B). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentracdes de
CO:2 dentro de cada gendtipo e letras mindsculas diferentes indicam diferencga significativa entre os
gendtipos em cada concentracdo de CO: pelo teste Tukey (p<0,05). As linhas verticais indicam o
intervalo de confianga (IC95%).

A massa da matéria seca de plantulas (MMSP) ndo apresentou interacédo entre
os fatores. No experimento com sementes de 2017/18, o fator gendétipo foi significativo
(p<0,001). Entre os gendtipos, as plantulas de SCS 115 CL apresentaram maior
MMSP, diferindo significativamente de EP 106, IRGA 424 Rl e IRGA 416 (Figura 19A).
No experimento com sementes de 2018/19, o efeito simples dos fatores CO2 (p<0,01)
e genotipo (p<0,001) foram significativos. O SCS 115 CL apresentou a maior MMSP
entre 0s genotipos, sendo que a menor MMSP foi verificada em IRGA 416 (Figura
19B). Quando considerado o efeito da concentracdo de CO2, constatou-se efeito
significativo do e[CO2] sobre o incremento de MMSP nos gendtipos Queréncia e IRGA
416, em relagdo a MMSP na condi¢ao de a[COZ2]. Segundo resultados reportados por
Cui et al. (2002), a massa seca de plantulas de arroz apresenta correlagdes positivas
com a atividade total das enzimas amilases, atividade da a-amilase e conteudo de
acucares redutores. Por outro lado, o conteddo de acucares redutores apresenta
correlagdo negativa com a taxa de germinacdo. Estes aspectos possivelmente
explicam o atraso na germinagao e o incremento da MMSP observados em Queréncia.
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Figura 19 — Massa da matéria seca de plantula (mg) aos 14 dias apés inicio do teste de germinacéo de
sementes de arroz oriundas de plantas cultivadas em camaras de topo aberto com concentragao
ambiente de CO2 (400ppm) e concentracdo elevada de CO2 (700ppm) no ano experimental de 2017/18
(A), e 2018/19 (B). As linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%). * Denota diferenca
significativa pelo teste t (p<0,05) na comparagéo entre as duas concentragbes de CO2 no mesmo
genotipo.

3.4 Conclusdes
Os gendtipos com maior resposta de produtividade de grdos em condicdo de

baixa densidade de plantas a campo, também tendem a apresentar maior
responsividade ao e[CO2] em condicbes de OTC.

Genotipos de arroz irrigado apresentam respostas contrastantes em relacéo a
responsividade ao cultivo em e[CO2]. Os gendétipos Queréncia e EP106 apresentam
maior responsividade ao e[CO2] em relacédo a produtividade de graos com potencial
para serem utilizados em programas de melhoramento visando a obtencdo de
materiais responsivos ao e[COZ2].

O efeito do e[CO2] sobre plantas-maes impacta a germina¢cédo de sementes no

periodo inicial e o crescimento de plantulas.
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4 Capitulo 2 - Déficit hidrico no estadio vegetativo como potencial indutor da
tolerancia cruzada com o estresse causado por alta temperatura durante a
antese do arroz e o impacto do incremento do CO; atmosférico

4.1 Introducéo

O efeito estufa no planeta Terra é causado por varios componentes da
atmosfera, porém os mais importantes séo o vapor d’agua que contribui com cerca de
50% para a ocorréncia desse fendmeno, seguido por 25% de contribuicdo das nuvens,
compostas por goticulas de agua e micro cristais de gelo, e pelo CO2, responsavel por
20%. Nesse contexto, o incremento previsto para a concentracdo de CO2 atmosférico
pode contribuir significativamente para o agravamento das mudancas climaticas
(SCHMIDT et al., 2010).

Além de impactar de maneira direta, a alta concentracdo de CO2 também
contribui indiretamente para desencadear as mudancas climaticas. O incremento de
CO: impacta a fisiologia das plantas, induzindo o fechamento estomatico e resultando
na reducao da evapotranspiracao, o que altera o teor de vapor de agua na atmosfera,
a formacédo das nuvens, e os fluxos radiativos, que consequentemente causam
mudancas na temperatura e no ciclo hidrolégico (CAO et al., 2010; SOLOMON et al.,
2009). Neste sentido, pesquisas a respeito das mudancas climaticas estimam que, até
o final deste século, a temperatura média da superficie terrestre sofra um incremento
entre 2,6°C e 4,8°C em relacdo a temperatura média global, referente ao periodo entre
0s anos de 1986-2005 (IPCC, 2014).

Por se tratarem de organismos sésseis, as plantas estdo continuamente
Sujeitas a experimentar uma ampla gama de estresses bioticos e abidticos (SUZUKI
etal., 2014). Os estresses causados pelo déficit hidrico e pelas temperaturas elevadas
sd0 0s mais importantes estresses ambientais que vem impactando fortemente a
agricultura mundial, principalmente por afetarem o crescimento e a produtividade das
principais culturas (AWASTHI et al., 2014; FAHAD et al., 2017; HU; XIONG, 2014).
Sabe-se que a cultura do arroz (O. sativa) apresenta suscetibilidade tanto ao déficit
hidrico, quanto ao estresse por calor. Estes estresses podem afetar a cultura em todos
os estadios de desenvolvimento da planta, mas principalmente, durante o estadio
reprodutivo. Dependendo da severidade dos estresses pode ocorrer desde a inibicdo
momentanea do crescimento e desenvolvimento, reducdo da produtividade de graos
e até a morte da planta em casos mais severos (NAHAR; SAHOO; TANTI, 2018;
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SATAKE; YOSHIDA, 1978; YANG et al., 2019; ZHANG et al., 2018). Em condi¢cbes
naturais, a combinacdo de um ou mais estresses como, por exemplo, a ocorréncia de
seca e extremos de temperatura sGo comuns em muitas areas agricolas ao redor do
mundo (SUZUKI et al., 2014) e, por conta das mudancas climaticas, a probabilidade
das plantas serem expostas a condi¢cdes mais severas de estresses combinados sera
ainda maior no futuro préximo (ZANDALINAS et al., 2018).

Os estresses por déficit hidrico e temperatura elevada afetam o metabolismo
vegetal de maneira muito similar em determinados aspectos. Sob tais condicdes de
estresse 0s processos mais afetados sdo as reagfes fotoquimicas e 0 metabolismo
do carbono. O funcionamento do fotossistema Il e a atividade de enzimas do ciclo de
Calvin sao extremamente prejudicados em virtude do incremento dos danos oxidativos
em razao do desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e a capacidade funcional dos mecanismos antioxidantes (BALFAGON et al., 2020;
FAHAD et al., 2017; LUKIC et al., 2020; PANDEY; SHUKLA, 2015).

As plantas respondem aos estresses por calor e seca através de um ajuste
progressivo no estado fisiolégico, com alteragbes metabdlicas transitérias ou
permanentes (JIN et al., 2016). Desta forma, alguns mecanismos em comum estao
envolvidos na percepc¢do, sinalizacdo e tolerancia aos estresses por déficit hidrico e
temperatura elevada como, por exemplo, 0 aumento da sintese de antioxidantes,
eliminacdo das EROs, acumulo de solutos, ativacdo de uma cascata de sinalizacao
para a sintese de chaperonas, como as proteinas Heat Shock (HSPs) e Late
Embryogenesis Abundant (LEA) (ASHOUB et al., 2015; CASARETTO et al., 2016).
Além disso, ha a acédo dos fatores de transcricdo responsivos a seca, os DREBs
(dehydration-responsive element binding protein), que também proporcionam
tolerancia ao estresse térmico (NAKASHIMA; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
SHINOZAKI, 2014) pois regulam positivamente a expressao dos fatores de transcrigao
HSFs (Heat-Shock Transcription Factors), como o HSFA3 que € induzido por DREB2A
(GUERRA et al., 2015; JACOB; HIRT; BENDAHMANE, 2017). Os HSFs por sua vez
atuam regulando a expressao de inUmeros genes responsivos a diversos estresses,
mas principalmente na regulacao dos genes HSPs (GUO et al., 2016). Atualmente os
HSFs séo divididos em trés Classes (A, B e C), sendo que os HSFs pertencentes a
Classe A séo aqueles que desempenham fungao primordial de ativacdo transcricional
(ZHAO et al., 2021).
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Um estudo com Arabidopsis thaliana foi conduzido com o objetivo de verificar
os efeitos dos estresses por seca e calor combinados em ambiente com diferentes
concentragdes de CO:2. Nestas condigdes os resultados mostram que o CO:2 elevado
apresenta potencial para mitigar os efeitos negativos causados pela combinag&o dos
estresses hidrico e térmico, principalmente pela capacidade de melhorar a atividade
do sistema antioxidante enzimatico, bem como reduzir a fotorrespiracéo, que contribui
para a reducéo dos danos celulares oxidativos (ZINTA et al., 2014, 2018).

No entanto, além de serem frequentemente expostas a dois ou mais fatores de
estresses simultaneamente, as plantas também podem experimentar diferentes
condicGes de estresses sequencialmente durante o decorrer do seu ciclo, ou seja,
nestas circunstancias as plantas sdo impactadas por estresses cruzados.
Recentemente, o estudo do fendmeno de tolerancia cruzada entre estresses tem
ganhado mais atencao. Este fendmeno é caracterizado pela aquisi¢cdo da tolerancia a
um segundo estresse mais severo, apds uma prévia exposicao a um estresse primario
de natureza diferente e de intensidade mais leve (HOSSAIN et al., 2017; WALTER et
al., 2013). A exposicdo ao estresse primario desencadeia um processo conhecido
como priming. O efeito priming, por sua vez, induz a uma memoria do estresse por
meio de alteragbes no metabolismo vegetal em nivel bioquimico, molecular e
epigenético (KIM et al., 2015; LLORENS et al., 2020). Essas alteracdes sdo ativadas
principalmente via cascata de sinalizagdo regulada por EROs que, em concentracdes
baixas a moderadas, atuam como mensageiros secundarios, com destaque para a
acdo do peroéxido de hidrogénio (H202) que atua modulando a expressao de genes
envolvidos na tolerancia a diversos estresses (HOSSAIN et al., 2017; XIONG et al.,
2018).

A ocorréncia de tolerancia cruzada entre estresse causado por déficit hidrico e
calor tem sido reportada em diferentes espécies. Em plantas de Festuca arundinacea,
a tolerancia cruzada entre déficit hidrico e estresse térmico (calor) esta relacionada
com a fosforilagdo de inUmeras proteinas que apresentam importantes funcdes
metabodlicas, incluindo proteinas envolvidas no processamento do pré-mRNA (RNA
splicing), no controle da transcricédo, além de proteinas de protecao e sinalizacdo aos
estresses, como as HSPs (ZHANG et al., 2020d). Em trigo (Triticum aestivum), as
plantas previamente expostas ao déficit hidrico desenvolvem a tolerancia cruzada ao
segundo estresse causado por calor, quando entdo séo capazes de apresentar maior

potencial de agua nas folhas e conteudo de clorofilas, além de manter elevada a taxa



91

fotossintética durante o estresse em comparagdo com as plantas que ndo sao
submetidas ao priming (LIU et al.,, 2017). O priming induzido através de estresse
hidrico no estadio vegetativo inicial também é capaz de desencadear o mecanismo de
tolerancia cruzada ao estresse por frio na fase de alongamento do colmo do trigo,
principalmente pelo fato do efeito priming causar aumento na atividade do sistema
antioxidante enzimatico, protegendo o aparato fotossintético contra possiveis danos
oxidativos durante o enfrentamento do segundo estresse (LI et al., 2015).

A pré-exposicao de plantas de Poa pratensis ao déficit hidrico também induz a
capacidade de tolerar um subsequente estresse por calor. Novamente, neste caso de
tolerancia cruzada, foi observado melhora do desempenho das enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e APX) nas plantas submetidas ao primeiro estresse. Além disso, os
autores enfatizam o importante envolvimento da proteina HSP90, protegendo os
componentes celulares contra os danos causados pelo estresse térmico (PENG et al.,
2012).

No entanto, os estudos desenvolvidos para avaliar a ocorréncia do fendémeno
de tolerancia cruzada, em geral, ndo tém levado em consideracdo o aumento previsto
da concentracdo de CO:2 atmosférico. Neste contexto, a primeira hipétese proposta
neste estudo é que plantas de arroz desenvolvem tolerancia cruzada aos estresses
térmicos moderado e severo causados por temperatura elevada no florescimento apos
serem previamente expostas a um periodo de estresse por déficit hidrico no estadio
vegetativo inicial, induzindo incremento na atividade do sistema antioxidante
enzimatico e de proteinas de choque térmico. A segunda hip6tese sugere que o
aumento da concentracdo de CO2 atmosférico favorece o desenvolvimento desse tipo
de tolerancia cruzada, induzindo a maior eficiéncia do sistema antioxidante enzimatico
e da atividade de proteinas de choque térmico em relacdo a condicdo de CO:
ambiente.

Portanto, os objetivos desse estudo foram avaliar os efeitos do estresse por
déficit hidrico no estadio vegetativo e estresses térmicos moderado e severo no
florescimento sobre as respostas morfologicas, bioquimicas e moleculares em plantas
de arroz, a fim de verificar possivel desenvolvimento da tolerancia cruzada entre os
estresses. Além disso, avaliar o impacto do aumento da concentragdo do CO:
atmosférico sobre a ocorréncia de estresse cruzado por déficit hidrico no estadio

vegetativo e temperatura elevada na antese em plantas de arroz.
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4.2 Material e métodos

Neste estudo foram desenvolvidos dois experimentos, ambos conduzidos em
camaras de crescimento de plantas (CCP 8410 - Instalafrio®), com area interna de 8,2
m?, equipadas com placas de led (contendo luz vermelha, azul e verde), e com sistema
automatizado de controle de temperatura, umidade do ar, fotoperiodo e concentracao
de CO2. Os experimentos foram realizados em vasos plasticos com capacidade de 8
L, previamente preenchidos com 7 kg de solo seco classificado como PLANOSSOLO
HAPLICO (EMBRAPA, 2018), proveniente de area experimental de lavoura orizicola.
Conforme analise fisico-quimica o0 solo apresentava 0s seguintes valores dos
parametros analisados: pH 5,3; célcio (2,4 cmolc dm=3); magnésio (1,4 cmolc dm3);
fosforo (7,9 mg dm3); potassio (24 mg dm3); 0,83% de matéria organica, 18% de
argila; CTCpn 7 (7,1) e saturagcdo por bases de 57%. A coleta foi realizada na
profundidade de 0-20cm do perfil do solo e peneirado em peneira com abertura de
malha de 1xlcm. Foram semeadas oito sementes de arroz por pote e apos a
emergéncia das plantulas foi realizado o procedimento de desbaste, afim de ajustar a
populacgao final para cinco plantas por pote.

Neste estudo foram utilizadas sementes de arroz do cultivar BRS Queréncia.
As plantas foram cultivadas em temperatura de 28/25°C (dia/noite) durante todo ciclo,
exceto durante periodo de estresse térmico para o grupo de plantas submetidas ao
calor, procedimento detalhado abaixo. A umidade relativa do ar nas camaras foi
ajustada em 75% e o fotoperiodo foi regulado para 14h de duragdo (14/10h —
dia/noite). Durante a conduc¢éo dos experimentos as placas de led foram mantidas a
uma distancia de aproximadamente 70 cm acima do dossel das plantas, fornecendo
cerca de 800 pumol m st de densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos.
A adubacao dos ensaios foi realizada em trés etapas, a primeira no momento da
semeadura na qual foi realizada adubacao de base nos vasos com aplicacédo de 0,06
g de N, 0,26 g de P20se 0,26 g de K20 por vaso na forma de adubo formulado (5-20-
20). As adubacdes de cobertura foram realizadas no estadio (V4) com aplicacao de
0,28 g de N por vaso na forma de ureia (45% N), e no estadio (R1) quando foram
aplicados mais 0,28 g de N por vaso.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com esquema fatorial de 2x2x2, totalizando 8 tratamentos

(Tabela 7), composto por oito repeticées, sendo cada pote considerado como uma
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repeticdo. O primeiro fator foi constituido por duas concentragfes de CO2 atmosférico
(400 e 700ppm); o segundo fator foi composto por duas condi¢cdes hidricas: irrigado
(controle) e deéficit hidrico, e o terceiro fator constituido por duas condi¢cdes de
temperatura do ar na antese: temperatura ideal e estresse térmico por temperatura
elevada. No estadio de antese foram marcadas 10 paniculas e as respectivas folhas

bandeiras para realizacao de coletas e avaliagdes.

Tabela 7 - Descri¢cdo dos tratamentos aplicados nos experimentos de estresse cruzado

Tratamento Descricao
CONTROLE 400 400ppm de COg; irrigado e sem estresse térmico
CTA 400 400ppm de COg; irrigado e com estresse térmico
DHV 400 400ppm de COg; déficit hidrico e sem estresse térmico
DHVTA 400 400ppm de COg; déficit hidrico e com estresse térmico
CONTROLE 700 700ppm de COg; irrigado e sem estresse térmico
CTA 700 700ppm de COg; irrigado e com estresse térmico
DHV 700 700ppm de CO»; déficit hidrico e sem estresse térmico
DHVTA 700 700ppm de COg; déficit hidrico e com estresse térmico

Procedimentos para o estabelecimento das condi¢cdes hidricas e temperaturas
para o experimento 1: Estresse térmico transiente severo

As condicbes hidricas e temperaturas impostas nos tratamentos s&o
representadas na Figura 20. A condicdo hidrica controle foi caracterizada pela
manutencdo da umidade do solo na capacidade de vaso desde a semeadura até
estadio V5-6. Apés este periodo foi imposta a irrigacdo por inundacdo, com a
manutencdo continua de uma lamina com 3 cm de agua até a maturacdo da cultura.
O déficit hidrico foi imposto pela restricdo da irrigacdo a partir do estadio V4-5. A
condicao de estresse por déficit hidrico foi definida como o momento em que as
plantas estressadas apresentaram uma reducdo de aproximadamente 70% da
condutancia estomatica em relacéo as plantas irrigadas (Figura 21A). Ao fim do déficit
hidrico, as plantas foram reirrigadas por inundagéo, conforme descrito acima para o
tratamento controle. A condutancia estomatica também foi monitorada as 24 e 48
horas apoés a reidratacdo, para avaliar a recuperacdo das plantas. O monitoramento
da condutancia estomatica foi realizado através de um porémetro foliar (SC-1 Leaf

Porometer - Decagon Device, Inc.), as leituras foram realizadas na face abaxial da
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porcdo mediana do limbo foliar da dltima folha completamente expandida das plantas,
sendo que em cada periodo foram avaliadas duas plantas por repeticéo.

Em relacéo as condicdes de temperatura, para as plantas que nao sofreram
estresse térmico (Controle e DHv), a condicdo ideal foi caracterizada como
temperatura diurna de 28°C e noturna de 25°C. As plantas submetidas ao estresse
térmico (CTA e DHvVTA) foram cultivadas sob temperatura ideal até o estadio R4. Ao
atingirem a antese estas plantas foram transferidas para uma camara de crescimento
com temperatura ajustada em 38/28°C (dia/noite), sendo que a transicdo das
temperaturas foi realizada através de uma curva de temperatura (Figura 22A) e
mantidas por um periodo de 72h. Apds esse periodo quatro repeticdes foram
novamente colocadas em condicfes de temperatura ideal até final do ciclo e quatro
repeticbes foram utilizadas para coleta de material vegetal. Durante a antese a
temperatura dos tecidos vegetais foi verificada nas duas condigdes de temperatura
através da utilizacdo de uma camera termogréfica por infravermelho (Flir® - modelo:
ED).
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Figura 20 - Representacéo grafica das condi¢gbes hidricas e temperaturas dos tratamentos: Controle
(A), CTA (B), DHv (C) e DHVTA (D).

Procedimentos para estabelecimento das condi¢cfes hidricas e temperaturas
para o experimento 2: Estresse térmico transiente moderado

As condicdes hidricas e temperaturas impostas nos tratamentos sao
representadas na Figura 20. A condicdo hidrica controle foi caracterizada pela
manutencdo da umidade do solo na capacidade de vaso desde a semeadura até
estadio V4-5, a partir deste estadio foi imposta a irrigacdo por inundacdo, com a
manutencdo continua de uma lamina com 3 cm de agua até a maturacao da cultura.
O déficit hidrico foi imposto pela restricdo da irrigacdo a partir do estadio V4-5. A
condicado de estresse por déficit hidrico foi definida como o momento em que as
plantas estressadas apresentaram uma reducdo de aproximadamente 70% da

condutancia estomatica em relacdo as plantas irrigadas (Figura 21B). Ao atingirem o
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déficit hidrico as plantas foram reirrigadas por inundacéo, conforme descrito acima. A
condutancia estoméatica também foi monitorada as 24 e 48 horas ap6és a reidratacao,
para avaliar a recuperacdo das plantas. O monitoramento da condutancia estoméatica
foi realizado através de um porémetro foliar (SC-1 Leaf Porometer - Decagon Device,
Inc.), as leituras foram realizadas na face abaxial da porcdo mediana do limbo foliar
da ultima folha completamente expandida das plantas, sendo que em cada periodo
foram avaliadas duas plantas por repeticao.

Em relacdo as condicbes de temperatura, para as plantas que nao foram
submetidas ao estresse térmico (Controle e DHv), a condicdo ideal foi caracterizada
como temperatura diurna de 28°C e noturna de 25°C. As plantas submetidas ao
estresse térmico (CTA e DHvVTA) foram cultivadas sob temperatura ideal até o estadio
R4. Ao atingirem a antese estas plantas foram transferidas para uma camara de
crescimento com temperatura ajustada em 35/28°C (dia/noite), sendo que a transicao
das temperaturas foi realizada através de uma curva de temperatura (Figura 22B) e
mantidas por um periodo de 72h. Apds esse periodo quatro repeticdes foram
novamente colocadas em condi¢cdes de temperatura ideal até final do ciclo e quatro
repeticdes foram utilizadas para coleta de material vegetal.

700 700
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500 - 500 1
400 - 400 -

300 A 300 1
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Figura 21 - Condutancia estomatica (gs) de plantas de arroz no estadio V4-5 cultivadas em condi¢éo
hidrica irrigada (Controle) em 400 e 700ppm de CO:2 atmosférico, e plantas submetidas a restricdo
hidrica (DHv) em 400 e 700ppm de CO2no experimento 1 (A) e experimento 2 (B). As linhas verticais
em cada ponto indicam intervalo de confian¢a (1C95%).
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Figura 22 — Configuracdo da rampa de temperatura diaria para o tratamento de estresse térmico no
experimento 1 (A) e experimento 2 (B).

AvaliagGes dos experimentos

Aos trés dias apos a antese (final do estresse térmico), o material vegetal de
guatro repeticdes de cada tratamento foi coletado para as analises bioquimicas (folhas
bandeiras) e expressao génica (folhas bandeiras e espiguetas). O material vegetal
coletado foi rapidamente colocado em caixa térmica contendo nitrogénio liquido e em
seguida armazenado em ultrafreezer em temperatura de -80°C para posterior

realizacao das analises.

Avaliagdes dos componentes de rendimento e acumulo de biomassa:

No estddio de maturacdo da cultura as paniculas foram coletadas e
determinados o0 numero de paniculas por vaso. A partir de 10 paniculas marcadas
guando atingiram a antese (estresse térmico) foram determinados o niumero de graos
cheios por panicula, percentual de esterilidade de espiguetas, peso de mil grdos e
produtividade de gréos por panicula.

O material vegetal da parte aérea (folhas e colmos) e do sistema radicular foram
coletados e secos em estufa com circulacéo de ar forcado com temperatura regulada
a 65°C, pelo periodo de 72h. Apds a secagem o material foi pesado em balanca
analitica para determinacao da massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e da
massa da matéria seca das raizes (MMSR), com os resultados expressos em g por

vaso.

Avaliacfes Bioquimicas:

Quantificacédo do contetdo de peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica:
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O material para quantificacéo de peroxido de hidrogénio e peroxidagao lipidica
foi obtido a partir de 250 mg de material vegetal fresco (folhas bandeiras) que foram
macerados e homogeneizados em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA a 0,1%) e
centrifugados a 12.000 x g por 20 min, a temperatura de 4°C. A quantificagdo de
peroxido de hidrogénio foi realizada conforme descrito por Loreto e Velikova (2001),
para o qual foi preparado um meio de reacao contendo tampao fosfato de potassio 10
mM (pH 7,0), iodeto de potassio 1 M e extrato da amostra, a reacao foi mantida em
30°C por 10 min. O H20:2 foi determinado realizando-se leitura de absorbéancia a 390
nm e os resultados expressos em nmol H202 g de massa fresca.

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo das espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), especificamente pelo acumulo de
malondialdeido (MDA), conforme descrito por Heath e Packer (1968). As TBARS
foram quantificadas adicionando-se 300 uL de extrato de amostra ao meio de reagéo
contendo 1,7 mL de &cido tiobarbittrico (TBA) (0,5% m/v) preparado em TCA (10%
m/v). Apds, a reacdo foi mantida em banho-maria a temperatura de 90°C, por 20
minutos, em seguida a reacéao foi paralisada através do resfriamento rapido em gelo
por 10 minutos, e a absorbancia determinada a 535 nm e 600 nm. O contetdo de MDA
foi calculado através da seguinte equacao: [MDA] = (Asss - Asoo - Abranco)/(§.b), onde: &
(coeficiente de extingdo = 155 mM?* cm™) e b: (comprimento ético = 1). Por fim, a

peroxidacgdo lipidica foi expressa em nmol de MDA g de massa fresca.

Enzimas antioxidantes:

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, foram utilizados 250 mg de material
vegetal fresco (folhas bandeiras), que foram macerados com polivinilpolipirrolidona
(PVPP) (10 % p/p) e homogeneizados em 2 mL de tampéao de extragdo, composto por
tampédo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
aceético) 0,1 mM, &cido ascérbico 10 mM e 4gua destilada. Ap6s a maceracédo, o
material foi centrifugado a 12.000 x g, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
resultante da centrifugacéo foi coletado e utilizado para realizacdo da determinacéo
da atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), catalase (CAT)
(EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) e para quantificacao de
proteinas totais.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima inibir a
fotorreducéo do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), em um
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meio de incubacdo composto por tampédo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8),
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 pM e riboflavina 2 yM, agua destilada e
extrato enzimatico das amostras. Em microplacas de 96 poc¢os as amostras contendo
meio de reacdo e os controles contendo apenas meio de reacdo foram iluminados
durante 10 minutos acondicionados em uma caixa térmica adaptada contendo uma
lampada fluorescente de 20W, enquanto o padréo de referéncia (branco) foi mantido
no escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm. Sendo que uma unidade de SOD
foi definida como a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredug&o do
NBT nas condicdes do ensaio, e o resultado foi expresso em unidades mint mg de
proteinal.

A atividade da CAT foi avaliada conforme Havir e McHale (1987), baseada no
consumo de H202. O meio de reagao foi composto por tampéao de incubacéo de fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,0), H202 (12,5 mM), agua destilada e extrato enzimatico. A
atividade foi quantificada pelo decréscimo na absorbéancia a 240 nm durante o periodo
de trés minutos, utilizando o coeficiente molar de extingdo do H20> (¢= 36 uM1cm'?),
sendo o resultado da atividade expresso em pymol H202 mint mg de proteina.

A avaliagdo da atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981),
relacionada com a taxa de oxidacdo do ascorbato, o meio de reacéo foi constituido
por tampéao fosfato de potassio 37,5 mM (pH 7,0), acido ascorbico (0,25 mM), H202 (5
mM), agua destilada e o extrato enzimatico. A oxidagao do ascorbato foi monitorada
pelo decréscimo na absorbancia a 290 nm durante trés minutos e a atividade da APX
foi calculada usando coeficiente molar de extingdo €= 2,8 mM cm™. Os resultados
foram expressos em pmol ASA min mg de proteina!. A quantificacdo de proteinas
totais foi realizada pelo método descrito por Bradford (1976), a absorbancia foi

ajustada em 595 nm, e como padréo foi utilizado albumina de soro bovino.

Quantificacéo de clorofila a, clorofila b e carotenoides:

Os pigmentos foram quantificados pelo método de Dimetilsulféxido (DMSO)
(HISCOX; ISRAELSTAM, 1979; WELLBURN, 1994). Para a quantificacdo foram
utilizadas 20 mg de massa fresca, obtidas através de seccdes de tecido foliar com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento. Para extracdo dos pigmentos foram
adicionados 7 mL de dimetilsulfoxido em tubos de ensaio contendo o tecido foliar. Os

tubos foram mantidos no escuro em temperatura de 65°C por 120 minutos. Em
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seguida foram realizadas leituras em 480, 649 e 665 nm, e as quantificacdes de cada
pigmento foram calculadas utilizando-se as equacdes descritas por Wellburn (1994).

As leituras de todas reacbOes e quantificacdes mencionadas acima foram
realizadas em espectrofotometro com leitor de microplaca (Molecular Devices
SpectraMax®).

Andlise da expresséo génica:

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e reacfes de RT-gPCR

Para a extracdo de RNA foram utilizadas 100 mg de material vegetal (folhas
bandeiras e espiguetas). O RNA vegetal total foi extraido e isolado utilizando-se o
reagente PureLink Plant RNA (Invitrogen®) de acordo com as recomendacgées do
fabricante. A concentragdo e a qualidade do RNA foram avaliadas em
espectrofotometria utilizando NanoVue™ (GE Healthcare). Foram utilizadas apenas
amostras com razao 260/280 (indicacdo de contaminacdo com proteina) e razao
260/230 (indicacdo de contaminacdo com reagente) entre 1.8 e 2.2. A integridade das
amostras de RNA foi aferida em eletroforese em gel de agarose. Para a remocéao de
possivel contaminacdo com DNA gendmico, 1pug de RNA foi tratado com DNase |
(Invitrogen) antes da transcricdo reversa. Cada amostra foi convertida em cDNA
utilizando oligo(dT) e o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen),
de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A quantificagdo da expressao génica em RT-gPCR foi realizada de acordo com
0 MIQE Guidelines (BUSTIN et al., 2009), utilizando oligonucleotideos para os genes
alvo e genes de referéncia (Tabela 8). Para determinar a eficiéncia de amplificacédo e
especificidade de cada oligonucleotideo, experimentos de validacédo foram realizados
para cada oligonucleotideo utilizando quatro diluicbes de cDNA. Os oligonucleotideos
gue apresentaram eficiéncia entre 90 e 110% e pico Unico na curva de dissociacao
foram utilizados para as analises de quantificacdo da expressao génica.

Os experimentos de expressdo génica foram realizados no termociclador
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche) com trés repeticdes biologicas e trés
repeticdes técnicas. As reagdes foram realizadas contendo 1 pL de cDNA na diluicdo
1:25 (determinada no experimento de validagdo), 11.0 pyL de UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen), 0.25 pL de ROX Reference Dye
(Invitrogen), 2.0 pL de 10X PCR Buffer, 1.5 pL de cloreto de magnésio 50 mM, 0.05
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ML Platinum™ Taq DNA Polymerase, 0.2 uL dNTPs, 3.0 uL SYBR Green | (Invitrogen)
e 1.5 yL de cada oligonucleotideo (forward e reverse) em uma reacao de 20 pL de
volume final. Reacdes sem cDNA também foram realizadas para cada par de
oligonucleotideos e utilizadas como controle negativo. As reagfes de PCR foram
realizadas nas seguintes condi¢cfes: uma desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos,
45 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por 20 segundos
em placas LightCycler® 480 Multiwell Plates 96 (Roche).

A quantificacdo da expressao génica dos genes codificantes para HSPs foi
calculada utilizando o método AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando como
baseline a expressao do tratamento irrigado em 400ppm de CO:2 na temperatura
28/25°C (Controle) de cada tecido (folha bandeira e espigueta) e normalizada em
relacdo aos genes de referéncia Os18S, OsEF1a e OsUBQ5 (JAIN et al., 2006).
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Tabela 8 - Oligonucleotideos para os genes OsHSPs utilizados nas reacfes de RT-gPCR

Gene ID Oligonucleotideo - (5'-3") Referéncia

SMALL HEAT-SHOCK PROTEIN 16.9A OsHSP16.9A Forward CATTCTCCCTCGACCTCTGG Chen et al. (2014)
Reverse GGTGCCACTTGTCGTTCTTGT

SMALL HEAT-SHOCK PROTEIN 17.9A OsHSP17.9A Forward GGCAGCATCTTCCCGTCCTT Chen et al. (2014)
Reverse CGTCGTCCACCTCCACCTTG

SMALL HEAT-SHOCK PROTEIN 20 OsHSP20 Forward AAGTTCCTCCGCAGGTTCC Guo et al. (2020)
Reverse GAGCACGCCGTTCTCCAT

SMALL HEAT-SHOCK PROTEIN 24.15 OsHSP24.15 Forward GATCAAGGCGGAGATGAAGAAC Ye et al. (2012b)
Reverse ACTCGACGTTGACCTGGAAGA

HEAT-SHOCK PROTEIN 70CP1 OsHSP70CP1 Forward CCAGGCGATGTGAAGGGTAA Kim e An (2013)
Reverse CAGCATCGATGACATCACCT

HEAT-SHOCK PROTEIN 70.1 OsHSP70.1 Forward TCGAGCTCTCCGGCATCCCT Sarkar et al.(2013)
Reverse TCACGTAGGACCACCACCAGCT

HEAT-SHOCK PROTEIN 70.6 OsHSP70.6 Forward GATCAACGTCTGCTTCGACA Sarkar et al. (2013)
Reverse AGTCGACCTCCTCGATCTTG

18S ribosomal RNA Os18S Forward CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA Jain et al. (2006)
Reverse ~ACACTTCACCGGACCATTCAA

Elongation Factor 1-a OsEF1a Forward TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT Jain et al. (2006)
Reverse GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA

Ubiquitin 5 OsUBQ5 Forward ACCACTTCGACCGCCACTACT Jain et al. (2006)

Reverse ACGCCTAAGCCTGCTGGTT
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4.2.1 Anélises estatisticas dos experimentos
Para fins de analise estatistica os dados referentes ao parametro percentual de

esterilidade de espiguetas foram transformados em xT = +/x + 1. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F com 5% de nivel de significAncia.
As analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico R (www.r-
project.org/). Os dados dos tratamentos CTA e DHVTA em cada concentracao de CO2
foram submetidos a andlise pelo teste t (p<0,05) para verificagcdo do efeito de

tolerancia cruzada.

4.3 Resultados e discusséo
4.3.1 Experimento 1: Estresse térmico transiente severo

Neste experimento foi analisada a capacidade do efeito priming via déficit
hidrico na fase vegetativa em desenvolver tolerancia cruzada para o estresse térmico
severo durante a fase reprodutiva. Os resultados de probabilidade da andlise de
variancia de cada fator e suas interacbes para o0s parametros analisados no
experimento sdo apresentados na tabela 9. Na Figura 23 sdo apresentadas as
imagens termograficas indicando a temperatura das folhas bandeiras e paniculas em

todos os tratamentos durante a antese (estresse térmico em CTA e DHVTA).

Tabela 9 - Valor-p dos efeitos simples e da interacédo entre os fatores concentracdo de CO3, condi¢do
hidrica (CH) e temperatura (TEMP) para as variaveis do experimento 1

Varivel CO2 CH TEMP CO2xCH CO2XTEMP CHXTEMP CO2xCHXTEMP
MMSPA 0,014 0,012 0,033 0,731 0,950 0,190 0,064
MMSR 0,052 0,626 0,735 0,800 0,607 0,770 0,653
Paniculas vaso™ 0,003 0,001 0,006 0,405 0,326 0,018 0,405
Graos panicula? 0,371 0,848 0,004 0,531 0,438 0,445 0,784
Esterilidade (%) 0,002 0,136 0,000 0,643 0,373 0,913 0,245
PMG 0,135 0,134 0,358 0,078 0,596 0,403 0,681
Produtividade panicula® 0,271 0,969 0,005 0,357 0,380 0,369 0,825
H202 0,001 0,863 0,699 0,285 0,183 0,241 0,284
MDA 0,014 0,110 0,117 0,258 0,627 0,615 0,563
SOD 0,000 0,241 0,316 0,323 0,003 0,953 0,015
CAT 0,000 0,001 0,003 0,853 0,542 0,170 0,198
APX 0,000 0,000 0,098 0,010 0,813 0,876 0,319
Clorofila a 0,107 0,423 0,022 0,190 0,651 0,358 0,135
Clorofila b 0,317 0,325 0,018 0,346 0,511 0,372 0,265
Clorofila Total 0,149 0,390 0,020 0,226 0,606 0,359 0,164

Carotenoides 0,030 0,633 0,263 0,040 0,420 0,773 0,054
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Figura 23 - Imagens termograficas indicando as temperaturas nas plantas de arroz (genétipo BRS
Queréncia) durante a antese nos tratamentos. Controle 400ppm, folha bandeira (A) e panicula (B);
controle 700ppm, folha bandeira (C) e panicula (D); CTA 400ppm, folha bandeira (E) e panicula (F);
CTA 700ppm, folha bandeira (G) e panicula (H); DHv 400ppm, folha bandeira (I) e panicula (J); DHv
700ppm, folha bandeira (K) e panicula (L); DHvVTA 400ppm, folha bandeira (M) e panicula (N); DHVTA
700ppm, folha bandeira (O) e panicula (P).

Na variavel MMSPA foi observado que na condicdo em que as plantas foram
submetidas ao déficit hidrico no periodo vegetativo e estresse térmico no reprodutivo
(DHVTA) o incremento do CO: possibilitou maior acimulo de biomassa em
comparacao as plantas cultivadas em CO2 ambiente (Figura 24A). J& o déficit hidrico
no estadio vegetativo na condicdo de 400ppm de CO:2 induziu maior acumulo de
biomassa na parte aérea em comparacdo ao tratamento controle. Em relacdo a
variavel MMSR, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
(Figura 24B).
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Figura 24 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (A) e massa da matéria seca do sistema
radicular (MMSR) (B) de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes
de CO: atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigagéo
normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse
térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e
DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o
intervalo de confianga (IC95%).

No parametro nimero de paniculas, foi observada interacdo entre condicdo
hidrica e temperatura, sendo que o déficit hidrico (DHv) causou incremento no nimero
de paniculas em comparacao ao controle nas duas condi¢cdes de CO:2 (Figura 25A).
O incremento no crescimento da parte aérea em plantas que foram submetidas ao
déficit hidrico no estadio vegetativo pode ser explicado pelo mecanismo do
crescimento compensatorio, caracterizado por uma aceleracdo e compensacado no
crescimento apoés o fim de um periodo de déficit hidrico, com suprimento suficiente de
agua. Em plantas de milho (Zea mays) por exemplo, o crescimento compensatorio €
promovido principalmente pelo incremento na sintese de citocinina nas raizes, a qual
€ prontamente transportada via xilema para as folhas, onde induz o crescimento da
parte aérea (WANG et al., 2018b, 2018c). O efeito compensatério em algodao, além
de envolver a giberelina que atua promovendo o alongamento celular e crescimento,
parece depender também da alta atividade da enzima catalase ap6s o periodo de
déficit hidrico (NIU et al., 2018). Além disso, foi verificado em Arachis hypogaea que
o0 gene AhGLK1 (GOLDEN2-LIKE 1) possui papel fundamental no periodo apés déficit
hidrico, reestabelecendo principalmente a biossintese das clorofilas e a atividade
fotossintética (LIU et al., 2018b).

O estresse térmico afetou o nimero de gréos por panicula, sendo que esse

estresse resultou diretamente na reducdo do numero de grdos por panicula nos
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tratamentos com estresse térmico durante a antese (CTA e DHvVTA) (Figura 25B),
mostrando que a exposicdo inicial de plantas ao déficit hidrico ndo acarretou em
beneficio para o enfrentamento do estresse térmico, considerando a resposta do

namero de graos.
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Figura 25 - NUumero de paniculas por vaso (A) e numero de graos por panicula (B) de plantas de arroz
(gendtipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentragées de CO2 atmosférico (400 e 700ppm) e
submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante
todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv
(déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e
estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%).

O aumento do CO:2 causou maior esterilidade de espiguetas comparando o
efeito dentro dos tratamentos Controle, DHv e DHVTA (Figura 26A). Segundo Okada
et al. (2005), o aumento da esterilidade de espiguetas em elevado CO: esta associado
com incremento no numero de espiguetas. Por outro lado, resultados apresentados
por Matsui et al. (1997) revelam que o incremento de CO:2 reduziu a deposicéo de
graos de pdlen sobre o estigma em espiguetas de arroz porém, sem efeito sobre o
percentual de graos de polen germinados em alta temperatura.

Em relacédo a condicdo de temperatura durante a antese, foi possivel observar
0 aumento significativo da esterilidade de espiguetas nas plantas submetidas ao
estresse térmico (CTA e DHVTA) em comparacdo com as plantas que nao foram
submetidas ao estresse térmico. A cultura do arroz € altamente suscetivel ao estresse
térmico durante a fase reprodutiva, principalmente durante a antese (JAGADISH et
al.,, 2010). O incremento significativo no percentual de esterilidade de espiguetas
ocorre quando as plantas sao expostas a condi¢cbes de temperatura a partir de 35°C
por mais de uma hora (YOSHIDA, 1981). A reducao na fertilidade das espiguetas das

plantas de arroz expostas ao estresse por altas temperaturas é causada
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principalmente pelo atraso na deiscéncia das anteras, reducdo da viabilidade dos
graos de pélen e dos estigmas (WU et al., 2019).

Na condicdo de 700ppm foi observado um menor percentual de espiguetas
estéreis no tratamento CTA (29%) quando comparado ao tratamento DHVTA (35%),
sendo assim, esses resultados sugerem que os efeitos do déficit hidrico agravaram
0s impactos causados pelo estresse térmico em termos de fertilidade das espiguetas.
Apesar de avaliarem o efeito simultaneo do déficit hidrico e estresse por calor, Awasthi
et al. (2014) reportaram que a combinacéo dos dois estresses aumentou a severidade
dos danos nas plantas em comparagdo com estresse térmico isolado. Segundo Li et
al. (2015a), em arroz a combinacgéo de estresse por seca e calor afeta a fertilidade de
espiguetas principalmente pela regulacdo negativa da expressdo de genes de
proteinas importantes com fung&o no transporte e metabolismo de carboidratos como,
por exemplo, o SUT3 que atua como transportador de sacarose, o MST8 um
transportador de monossacarideos especifico da antera, e uma enzima invertase de
parede celular (INV4). A menor expressdo destes genes causa um desequilibrio no
metabolismo de carboidratos, afetando a disponibilidade de sacarose para os 6rgaos
florais. Na variavel PMG nao foi observado efeito significativo entre os tratamentos
(Figura 26B).
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Figura 26 - Percentual de esterilidade de espiguetas (A) e peso de mil grdos (PMG) (B) de plantas de
arroz (genotipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm)
e submetidas a diferentes condig6es de cultivo. Controle (irrigagéo normal e temperatura ideal durante
todo cultivo); CTA (irrigac@o normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv
(déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e
estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confian¢a (IC95%). *
Denota diferenca pelo teste t (p<0,05) entre o par de tratamentos indicado.
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No parametro produtividade de graos por panicula (Figura 27), o efeito simples
do fator temperatura foi significativo (Tabela 9), mostrando que o estresse térmico
(CTA e DHVTA) foi capaz de reduzir a produtividade de graos por panicula em ambas
as concentracdes de CO2. Estudo realizado por Cai et al. (2016) mostrou que o
aumento da concentracdo de CO:2 nédo foi capaz de compensar o efeito negativo
causado pelo estresse por temperatura elevada sobre a produtividade de grdos de
arroz, principalmente devido ao menor niumero de gréaos cheios produzidos. Portanto,
analisando de forma geral as respostas em relacdo aos componentes de rendimento
foi possivel constatar que neste experimento a exposi¢cdo das plantas de arroz ao
déficit hidrico durante o estadio vegetativo inicial ndo foi suficiente para induzir
tolerancia cruzada ao estresse térmico durante a antese. Da mesma forma, o cultivo
em e[CO2] nao foi capaz de influenciar o desenvolvimento de tolerancia cruzada entre
déficit hidrico e estresse térmico severo no gendtipo Queréncia em termos de

componentes de rendimento.
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Figura 27 - Produtividade de grédos por panicula (g) de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia)
cultivadas em duas concentra¢cdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes
condicbes de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA
(irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-
5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na
antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%).

Nas plantas que crescem em condicbes ambientais ideais as EROs sé&o
produzidas em baixo nivel nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, mas
guando ocorre uma condicéo de estresse a producéo destas moléculas € rapidamente

incrementada. Entretanto, o acumulo das EROs durante um estresse depende
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principalmente do balanco entre a producdo e a decomposi¢cdo destas moléculas
(MILLER et al., 2010). Dentre as principais EROs destacam-se o radical superoxido
(O27), o perdxido de hidrogénio (H202), o oxigénio singleto (*O2), o radical
hidroperoxila (HO2") e o radical hidroxila (OH"), os quais sao extremamente reativos e
téxicos, podendo causar danos em proteinas, lipideos, carboidratos, no DNA e, como
resultado final, a morte celular (GILL; TUTEJA, 2010). Apesar da toxicidade em altas
concentracdes nas ceélulas, a alteragcdo da homeostase redox também pode ativar
importantes vias de sinalizacdo, desencadeando respostas de aclimatacéo a diversos
fatores de estresse de maneira que, dependendo do local onde s&o produzidas, as
EROs podem induzir vias de sinalizacdo especificas (CZARNOCKA; KARPINSKI,
2018).

Para manter a homeostase dos niveis de EROs nas células as plantas possuem
um sistema antioxidante. Esse sistema é dividido em enziméatico e ndo enzimatico. No
sistema enzimatico atuam varias enzimas, das quais destacam-se a Superéxido
dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a Ascorbato peroxidase (APX), a Peroxidase
(POD), a Polifenol oxidase (PPO) e a Glutationa redutase (GR). Ja4 o sistema nao
enzimatico é constituido por diversas moléculas como os carotenos, 0 acido ascorbico
e os a-tocoferois (MEHLA et al., 2017). A eficiente detoxificacdo de H20:2 € essencial
para evitar a formacao do radical OH® por meio da reacdo de Fenton, uma vez que
gue este radical € altamente reativo (SELOTE; KHANNA-CHOPRA, 2010). Entretanto,
0 H202, por ser uma ERO mais estavel em relacdo as demais e moderadamente
reativa, possui a capacidade de difundir e atravessar membranas celulares via
aquaporinas, possibilitando desempenhar funcéo na sinalizagcdo de mecanismos de
defesa e aclimatacdo a varios estresses e em diferentes compartimentos celulares
(CZARNOCKA; KARPINSKI, 2018; JANKU; LUHOVA; PETRIVALSKY, 2019).

Os resultados obtidos de contetdo de H202 neste estudo mostraram um efeito
significativo da concentragcdo de CO2, indicando que em elevado CO:2 ocorreu uma
reducdo do conteudo de H202 nas condi¢gbes Controle, CTA e DHV (Figura28A). Este
resultado pode estar relacionado com a reducéo significativa da fotorrespiracao e da
atividade da NADPH oxidase em plantas C3 cultivadas na presenca de elevada
concentracdo do CO2 atmosférico, uma vez que, tanto a fotorrespiragdo quanto a
NADPH oxidase séo as principais geradoras de H202 (ABDELGAWAD et al., 2015;
CZARNOCKA; KARPINSKI, 2018). Além disso, o incremento de CO2 pode aumentar
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a utilizacdo de energia nos fotossistemas, resultando na reducao da disponibilidade
de elétrons livres (SINGH; AGRAWAL, 2015).

Na concentragéo de 400ppm de CO2 o tratamento DHvVTA mostrou redugao de
cerca de 23% no conteudo de H202 em relacdo ao tratamento CTA. Esses resultados
sugerem que a exposicao prévia ao déficit hidrico no estadio vegetativo possibilitou
gue plantas submetidas ao estresse térmico severo na antese acumulassem menor
conteudo de EROs.

O malondealdeido (MDA) é o produto final da peroxidacdo de &cidos graxos
polinsaturados, e sua quantificagdo € muito utilizada para estimar a peroxidacéo
lipidica em varios organismos, inclusive em plantas (DAVEY et al., 2005; HIGASHI;
SAITO, 2019; KHOSHGOFTARMANESH; KHODARAHMI; HAGHIGHI, 2014;
M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Neste experimento, apesar de nao diferir
significativamente, o tratamento DHVTA apresentou uma tendéncia de reducdo no
conteudo de MDA em relacédo ao tratamento CTA na condicdo de 400ppm de CO:
(Figura 28B), resultado provavelmente relacionado ao menor acumulo no contetdo de
EROs observado em DHvVTA. Além disso, o conteudo de MDA foi menor (p<0,05) no
tratamento DHVTA na concentracao de 400ppm em relagéo a 700ppm. Em plantas de
alfafa (Medicago sativa) o incremento de CO2 também causou maior peroxidacao
lipidica (FARFAN-VIGNOLO; ASARD, 2012). No entanto, esse resultado nao
corrobora com dados reportados por Xu et al. (2014) que mostram que o incremento
de CO2 em condi¢cdes ambientais normais ndo tem efeito sobre a peroxidacao lipidica
e, em condi¢des de calor e déficit hidrico, 0 aumento de CO:2 impede a peroxidacéo
lipidica exacerbada. Além disso, sob estresse térmico, o incremento de CO: parece
manter a homeostase redox por induzir a maior atividade da enzima glutationa
redutase, bem como pelo aumento da razdo ascorbato / dehidroascorbato (LI et al.,
2015a).

Por outro lado, o estudo realizado por Qiu et al. (2008) mostrou que o0
incremento de CO: foi capaz de causar estresse oxidativo em folhas de A. thaliana e
Glycine max, resultando no aumento da carbonilacdo de proteinas, sugerindo que ha
0 envolvimento de outros compostos atuando em favor do estresse oxidativo como,

por exemplo, o radical carbonato (CO3") e o0 ion peroximonocarbonato (HCOy).
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Figura 28 - Conteudo de perdxido de hidrogénio (H202) (A) e contelido de malondealdeido (MDA) (B)
em folhas bandeira de plantas de arroz (gen6tipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes
de CO: atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigagdo
normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse
térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e
DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o
intervalo de confianca (IC95%). * Denota diferenca pelo teste t (p<0,05) entre o par de tratamentos
indicado.

A SOD € uma metaloenzima chave do sistema antioxidante encontrada em
todas as células das plantas, atuando na primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo, catalisando a reacdo que converte o radical superoxido, que € altamente
reativo, em moléculas de H20:2 e oxigénio (GILL et al., 2015; WANG et al., 2016a). A
atividade da SOD foi significativamente maior no tratamento DHvVTA em 700ppm de
COzem relacdo a DHVTA em 400ppm (Figura 29A). Além disso, a atividade da SOD
em DHVTA em 400ppm foi menor que a atividade observada no tratamento DHv na
mesma concentragcado de COs..

Na concentracdo de 700ppm de CO: as plantas que foram previamente
submetidas ao déficit hidrico no estaddio vegetativo e ao estresse térmico no
reprodutivo (DHVTA) apresentaram incremento de 27% na atividade da SOD em
relacdo as plantas que foram submetidas ao estresse térmico sem prévia exposicao
ao déficit hidrico (CTA).

As enzimas CAT e APX tem como func&o primordial manter controlada a
concentracéo de H202nas células. A CAT e APX catalisam as reagfes que convertem
as moléculas de H202em H20 + Oz, e H20 + dehidroascorbato, respectivamente que,
por sua vez, ndo sao prejudiciais para as plantas. As duas enzimas possuem

diferencas nas propriedades cataliticas. Enquanto a APX possui maior afinidade pelo
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H202 e durante a reagao necessita da presenca do cofator ascorbato, a CAT possui
baixa afinidade pelo H20: e a reagéo catalisada ndo necessita de cofatores, ou seja,
nao consome poder redutor (SINGH; MISHRA, 2020; WILLEKENS et al., 1997). No
presente estudo, o aumento do CO2 causou reducdo na atividade de CAT e APX. A
reducao da atividade da CAT em elevado CO:2 parece estar relacionada diretamente
com a reducdo da reacdo oxigenase da RUBISCO (LAMBREVA; CHRISTOV;
TSONEV, 2006). E esta regulacdo negativa na atividade da CAT em elevado CO:
possivelmente € mediada pela sintese, inativacdo ou até mesmo a degradacao desta
enzima (HAVIR; MCHALE, 1989). De maneira similar, a redugao da atividade da APX
em elevado CO: parece estar relacionada com o0 que os autores denominam de
‘relaxamento na producdo de H202” (FARFAN-VIGNOLO; ASARD, 2012). Na
concentracédo de 700ppm de CO: a atividade da CAT foi significativamente maior no
tratamento DHVTA (0,27) em comparacao ao controle (0,13), DHv (0,15) e CTA (0,15)
(Figura 29B). Novamente, esse resultado sugere que as plantas que foram
submetidas ao déficit hidrico durante o estadio vegetativo tornaram-se capazes de
incrementar a atividade enzimatica ao longo do segundo estresse. Por outro lado, a
atividade da CAT no tratamento DHVTA em 400ppm de CO: foi maior apenas em
relacdo a atividade dessa enzima nas plantas do tratamento Controle.

De acordo com Luki¢ et al. (2020), a memoria do estresse a longo prazo em
plantas esta diretamente interligada aos elevados niveis das enzimas do sistema
antioxidante e, de fato, as plantas de Alopecurus pratensis quando submetidas ao
priming via déficit hidrico sofrem menos danos oxidativos quando sdo expostas ao
segundo estresse por seca devido, principalmente, a maior atividade das enzimas
SOD e POD durante o periodo de seca. Em oliveiras (Olea europaea L.) também foi
constatado que as plantas sdo capazes de armazenar por longo prazo os efeitos do
priming por déficit hidrico, o que resulta no menor impacto deletério dos efeitos de um
segundo estresse hidrico enfrentado aos 60 dias ap6s o0 processo de priming devido,
principalmente, a melhor eficiéncia do sistema antioxidante, através do incremento da
atividade das enzimas SOD, CAT e GP (guaiacol peroxidase) e da alta concentracao
de polifenois, prolina e carboidratos totais, contribuindo dessa maneira para manter a
integridade do fotossistema Il contra os danos oxidativos do déficit hidrico
(ABDALLAH et al., 2017).
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Figura 29 - Atividade enzimatica da Superéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) e ascorbato
peroxidase (APX) (C) em folhas bandeira de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em
duas concentragGes de CO. atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de
cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigagdo normal
durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura
ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As
linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%). * Denota diferenca pelo teste t (p<0,05) e **
(p<0,01) entre o par de tratamentos indicado.

A atividade da APX foi significativamente maior nas condi¢cdes controle e CTA
em 400ppm de CO2 em comparac¢do com os tratamentos controle e CTA em 700ppm

(Figura 29C). Em elevado CO:2 a ocorréncia de déficit hidrico no periodo vegetativo
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induziu uma maior resposta na atividade de APX de plantas submetidas ao estresse
térmico na antese (DHVTA), diferindo significativamente da atividade enzimatica das
plantas controle e CTA. Isso indica que, ao nivel bioquimico em folhas bandeiras de
arroz, pode ocorrer respostas para induzir o desenvolvimento do fendmeno de
tolerancia cruzada entre déficit hidrico e estresse térmico por calor em elevado COo..
Em A. thaliana o desenvolvimento da memoria ao estresse térmico envolve
principalmente a memoaria transcricional sobre a expressdo do gene APX2
(ASCORBATE PEROXIDASE?2), o qual apresenta um incremento significativo da
expressao em plantas que séo submetidas ao priming e, posteriormente, ao estresse
térmico. A memoria transcricional de APX2 é induzida pelo fator de transcricdo HSFA1
(HEAT SHOCK FACTOR A1) que atua principalmente nos mecanismos de respostas
ao estresse térmico. Além disso, foi constatado que a memdria transcricional é
mantida por um periodo de dias devido a uma modificagdo epigenética via
hipermetilag&o da histona H3K4 (LIU et al., 2018a).

Para os parametros conteudo de clorofila a, clorofila b e clorofila total foi
observado o efeito simples da condi¢céo de temperatura, onde as plantas submetidas
ao estresse térmico apresentaram uma tendéncia de incremento no conteddo de
clorofilas (Figura 30A, B e C). Junto com as clorofilas, os carotenoides sdo compostos
indispenséaveis para o funcionamento do aparato fotossintético. Eles absorvem a
energia da luz e transferem energia no estado singleto de excitacdo para as clorofilas
por meio da transferéncia de excitacao singleto-singleto, essa transferéncia possui um
estado de baixa energia que pode ser utilizada na fotossintese. Além disso, 0s
carotenoides também atuam como pigmentos fotoprotetores, pois absorvem o
excesso de energia das clorofilas no estado tripleto através de uma transferéncia
tripleto-tripleto e dissipam a energia pela cadeia de polieno. De maneira semelhante,
0os carotenoides também possuem a capacidade de extinguir oxigénio singleto,
evitando danos oxidativos em membranas e proteinas (CAZZONELLI, 2011; MAOKA,
2020).

Na literatura os resultados mostram que o conteludo de carotenoides pode
aumentar, reduzir ou mesmo permanecer inalterado dependendo da espécie e do
tecido especificos em resposta a elevada concentracdo de CO: (DHAMI;
CAZZONELLI, 2020). No presente estudo foi possivel constatar que o contetudo de
carotenoides nas folhas bandeiras das plantas do tratamento DHVTA na concentracao

de 400ppm de CO:2foi maior em comparacgao ao conteudo de carotenoides das plantas
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do tratamento DHVTA em elevado CO: (Figura 30D). Em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum) o incremento na concentracdo de CO2 atmosférico também
resultou na reducéo do conteudo de carotenoides (LANOUE et al., 2018). Entretanto,
em A. thaliana o aumento do CO2 causou incremento de carotenoides em folhas
jovens, ao passo que em folhas velhas néo foi observado incremento deste pigmento
(DHAMI; TISSUE; CAZZONELLI, 2018). Uma meta-andlise realizada recentemente
por Loladze et al. (2019), abrangendo 33 espécies, mostra que o elevado CO: é capaz
de reduzir em 15% a concentracéo de carotenoides, o estudo ainda reporta a reducao
na expressao de 16 genes envolvidos na rota de sintese dos carotenoides, sugerindo
gue a regulacéo génica negativa via CO2 pode ser um mecanismo ativo que mantém

baixo os niveis destes pigmentos.
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Figura 30 - Conteudo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) em folhas
bandeira de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentragdes de CO2
atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢cdes de cultivo. Controle (irrigagao normal
e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico
na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA
(déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo
de confianca (1C95%).
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As Heat Shock Proteins (HSPs) sdo altamente conservadas e funcionam
constitutivamente como chaperonas moleculares, auxiliando na dinamica do
dobramento e agregacao de proteinas. Para isto, as HSPs se ligam ao substrato de
maneira reversivel e funcionam consumindo moléculas de ATP podendo promover o
dobramento para o estado nativo, induzir a desagregacéao e a protedlise de proteinas
substratos sem fazer parte do produto final (CHAUDHARY et al., 2019). Além do
estresse térmico por calor, a expressao das HSPs é induzida por outros fatores
estressantes como, por exemplo, salinidade, hipdxia, luz UV, temperatura baixa e
estresse hidrico (ASTHIR, 2015; KHAN; SHAHWAR, 2020; WANG et al., 2015). As
HSPs séo agrupadas em cinco familias e, em funcéo das suas massas moleculares,
sao classificadas como Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 e a familia das pequenas Hsps
(small Hsp - sHsp) (WANG et al., 2004).

A expressdo dos genes HSPs é controlada por fatores de transcricdo HSFs
(Heat Shock Factors). Em condicbes ambientais favoraveis, os HSFs ficam
localizados no citoplasma na forma inativa (monémero). A partir da exposicdo a uma
condicéo de estresse como o calor, por exemplo, estes fatores de transcricdo migram
para o nucleo onde séo ativados no estado trimero. Entdo, os HSFs se ligam na regido
promotora do genoma na qual estéo localizados os Heat Shock Elements (HSE) que
ativam a expressdo das HSPs (HASANUZZAMAN et al.,, 2013; JACOB; HIRT,;
BENDAHMANE, 2017; LIU et al., 2013; UL HAQ et al., 2019).

Neste experimento foram avaliadas as expressdes de trés genes OsHSPs
(OsHSP16.9A, OsHSP24.15 e OsHSP70CP1). Os resultados referentes a andlise da
expressao génica revelam que as expressdes dos genes das HSPs foram reguladas
negativamente, tanto na folha bandeira quanto nas espiguetas dos tratamentos que
foram submetidos ao estresse térmico por 72h a partir da antese (Figura 31). A
repressao da expressao das HSPs analisadas pode estar relacionada com o periodo
relativamente longo de 3 dias sob regime de estresse térmico. A repressdo de HSPs
sob condi¢des de estresse térmico tem sido relatada na literatura. Em soja (Glycine
max), a expressdao de 18 genes pertencentes as familias HSP70 e HSP90 foi
negativamente regulada apés 12h sob condicao de estresse térmico (38°C), indicando
que os genes respondem e reduzem a expressao rapidamente (SONG; YIM; LEE,
2017). Resultados reportados por Zou et al. (2009) mostram diferentes perfis de
expressao das HSPs em plantas de arroz submetidas a temperatura elevada, onde foi
constatado que sete genes (OsHSP80.2, OsHSP74.8, OsHSP50.2, OsHSP58.7,
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OsHSP23.7, OsHSP26.7 e OsHSP17) mantiveram alta expressdo durante 24h de
estresse térmico (42°C), enquanto os niveis de transcritos de outras duas HSPs
(OsHSP71.1 e OsHSP24.1) foram significativamente reduzidos no mesmo periodo,
indicando que as diferentes HSPs possuem diferentes funcdes atribuidas ao estresse
térmico. Também em plantas de arroz, o gene 0s02g32520, membro da familia
HSP100, foi regulado positivamente por estresse salino e seca, no entanto, foi
reprimido pelo calor e frio, confirmando que existe uma expressao génica diferencial
das HSPs sob diferentes condi¢des (HU; HU; HAN, 2009).

Além disso, sabe-se que varios genes HSPs sdo expressos constitutivamente
em condicdes ambientais favoraveis. Portanto, em certos casos, sdo observados
niveis de transcritos iguais ou menores na condicdo de estresse em relacdo a
condicdo normal. Em estudos anteriores foi reportado que HSP15.4-CV € um gene
constitutivamente expresso em A. thaliana, entretanto, em condi¢cdes de estresse
térmico por calor a sua expressao é fortemente reprimida em tecidos florais
(SIDDIQUE et al., 2008).

No presente estudo foram observadas diferencas no grau de repressédo da
expressao em funcéo do tipo de HSPs, tecido e tratamento. Foi observado que as
expressdes de OsHSP16.9A (Figura 31D) e OsHSP70CP1 (Figura 31F) nas
espiguetas das plantas do tratamento DHvVTA 400ppm sofreram uma repressao maior
em relacéo a expresséao destes genes nas espiguetas do tratamento CTA 400ppm. Ja
0 gene OsHSP24.15 sofreu maior supressao da expressdo nos tecidos das folhas
bandeiras (Figura 31B) e espiguetas (Figura 31E) do tratamento DHVTA 700ppm em
comparacao ao tratamento CTA 700ppm. Ainda na condicdo de 700ppm de CO2, os
resultados mostram uma regulacdo semelhante na expressdo de OsHSP16.9A nas
espiguetas, com maior supressdo da expressao observada nas espiguetas do
tratamento DHVTA em relag&o ao tratamento CTA. Por outro lado, no tratamento DHV
700ppm, a expressao dos genes OsHSP24.15 e OsHSP70CP1 (Figura 31C) foi
induzida na folha bandeira. Sabe-se que as HSPs70 sdo altamente conservadas e
gue alguns membros desta familia s&o constitutivamente expressos, porém, em trigo
a expressao foi significativamente alterada quando houve a imposicao de déficit
hidrico por um periodo de 7 dias, induzindo um incremento de cerca de oito vezes da
proteina HSP70 em relacdo as plantas controle (GRIGOROVA et al., 2011).

Na condicdo controle em 700ppm ocorreu incremento da expressado de

OsHSP24.15 nas espiguetas. Em S. lycopersicum o incremento de CO2 atmosférico
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causou a inducado significativa sobre a expressdao de HSP90, HSP70, HSP21,
HSP17.6 e HSP17.4. No entanto, sob condicdo de estresse térmico (42°C) e elevado
CO2 a expressao das HSPs parece ser regulada por ERF1 (ethylene response fator)
(PAN et al., 2019), regulagéo que pode ter sido inibida no presente experimento.
Conforme resultados reportados por Geissler et al. (2010), em plantas de Aster
tripolium, além do efeito do estresse salino sobre a regulacdo das HSPs, o elevado
CO2 causou um incremento ainda maior no contetdo da proteina HSP20 em relagéo
a condicdo normal de CO2, essa resposta foi proporcionada provavelmente pelo
incremento na producado de energia celular para a sintese de enzimas e proteinas.

Os resultados da expressdo génica sugerem que a exposicao ao déficit hidrico
no estadio vegetativo contribuiu para suprimir mais fortemente a expresséo de genes
HSPs durante o estresse térmico severo (38°C) no florescimento em ambas as
concentragdes de CO2. Neste sentido, € importante destacar que o estimulo priming
pode desencadear a memaria em nivel transcricional através da inducéo de alteracdes
sustentadas sobre a expressado de genes, seja ela por ativacio ou repressdo (LAMKE;
BAURLE, 2017). Além disso, deve ser considerado que durante o periodo de
recuperacao apos um tratamento priming a planta pode redefinir (resetting) o seu
transcriptoma, de tal maneira que acaba por ndo desenvolver a memoria do estresse,
retornando para uma condigdo metabdlica semelhante ao pré-priming. Esse processo
pode ser desencadeado através do metabolismo do RNA, do silenciamento génico
pés-transcricional ou ainda por metilacdo do DNA (CRISP et al., 2016). Além disso,
as plantas podem ativar um mecanismo resetting celular ao nivel de proteoma por
meio do processo de autofagia que atua mediando a degradacdao de HSPs
especificas, sugerindo que durante a fase de memdria (isto é, o periodo entre o
priming e o segundo estresse) esse mecanismo por reestabelecer o proteoma celular
ao nivel anterior ao priming e, assim, direcionar os recursos em favor do crescimento,
em detrimento da memoria (SEDAGHATMEHR et al.,, 2019). Em A. thaliana por
exemplo, a autofagia da proteina HSP90 apds um procedimento de priming ocorre
especificamente através das interacbes com uma co-chaperona denominada
rotamase FKBP1 (ROF1), e com NBR1 (next-to-BRCAl), o qual atua como um
receptor seletivo para a autofagia (THIRUMALAIKUMAR et al., 2020).
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Figura 31 - Expressao relativa de genes OsHSPs em folhas bandeira (A, B, C) e espiguetas (D, E, F)
de plantas de arroz (gendtipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentragdes de CO2 atmosférico
(400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condicbes de cultivo. Controle (irrigacdo normal e
temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico na
antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit
hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o desvio padrao
(n=3).

4.3.2 Experimento 2: Estresse térmico transiente moderado
Neste segundo experimento foi analisada a capacidade do efeito priming via

déficit hidrico em desenvolver tolerancia cruzada para o estresse térmico moderado.
Os resultados de probabilidade da analise de variancia de cada fator e suas interacoes
para 0os parametros analisados no experimento sdo apresentados na Tabela 10.

A producgdo de biomassa é resultado do balanco entre a fotossintese liquida e
a respiracdo. Neste experimento os resultados obtidos referentes a producgéo de
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biomassa da parte aérea mostram que os tratamentos com irrigacdo normal (Controle
e CTA) cultivados em 700ppm de CO:2 obtiveram MMSPA superiores as plantas dos
tratamentos controle e CTA em 400ppm (Figura 32A). Esses resultados, demonstram
gue o aumento de CO:2 induz maior producdo de biomassa na cultura do arroz.
Resultados apresentados por Roy et al. (2012) também confirmam o efeito positivo do
incremento de CO:2 sobre a producao de biomassa em plantas de arroz. Essa resposta
€ desencadeada principalmente pelo aumento do indice de area foliar e da taxa de
assimilacao liquida de carbono. Considerando os tratamentos na concentracdo de
400ppm de CO: os resultados mostram que o déficit hidrico induziu maior acimulo de
biomassa na parte aérea em relacdo aos tratamentos sem déficit hidrico. No
parametro MMSR néo foi constatada a significancia no efeito simples dos fatores e

nas suas interagoes.

Tabela 10 - Valor-p dos efeitos simples e da interacéo entre os fatores concentracdo de CO2, condi¢céo
hidrica (CH) e temperatura (TEMP) para as variaveis do experimento 2

Variavel CO2 CH TEMP CO2xCH CO2XTEMP CHXTEMP CO2xCHXTEMP
MMSPA 0,058 0,734 0,666 0,010 0,496 0,721 0,891
MMSR 0,141 0,076 0,620 0,381 0,706 0,715 0,460
Paniculas vaso™ 0,001 0,608 0,373 0,309 0,522 0,373 0,898
Graos panicula 0,000 0,000 0,958 0,886 0,756 0,000 0,126
Esterilidade (%) 0,003 0,805 0,495 0,961 0,189 0,526 0,972
PMG 0,017 0,008 0,135 0,959 0,785 0,381 0,571
Produtividade panicula® 0,001 0,005 0,579 0,848 0,893 0,001 0,133
H202 0,010 0,191 0,400 0,253 0,745 0,674 0,327
MDA 0,468 0,720 0,014 0,401 0,643 0,039 0,448
SOD 0,001 0,131 0,871 0,708 0,863 0,117 0,860
CAT 0,026 0,102 0,043 0,733 0,055 0,369 0,252
APX 0,083 0,364 0,313 0,458 0,488 0,844 0,881
Clorofila a 0,004 0,228 0,518 0,064 0,371 0,718 0,723
Clorofila b 0,007 0,181 0,530 0,090 0,245 0,870 0,583
Clorofila Total 0,005 0,214 0,520 0,070 0,333 0,757 0,684

Carotenoides 0,102 0,183 0,294 0,024 0,175 0,581 0,996
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Figura 32 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (A) e massa da matéria seca do sistema
radicular (MMSR) (B) de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes
de CO: atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigagdo
normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse
térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e
DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o
intervalo de confianga (IC95%).

Para a variavel do numero de paniculas foi observado apenas o efeito simples
do fator CO2 (Tabela 10), com incremento no niumero de paniculas sendo observado
na concentracdo de 700ppm de CO:2 (Figura 33A). Sob cultivo em elevado CO: a
producédo de paniculas € um dos componentes de rendimento do arroz que apresenta
maior incremento (LV et al.,, 2020), corroborando com resultados de Zhang et al.
(2015), os quais mostram um incremento significativo no namero de paniculas em
plantas de trés genotipos (Akita 63, Koshihikari e Takanari) cultivados em atmosfera
com elevado CO:a.

Quanto ao numero de graos por panicula nos tratamentos controle e DHVTA, o
aumento do CO2 atmosférico resultou em menor nimero de grédos por panicula em
comparacao com o controle e DHVTA em 400ppm de CO:z (Figura 33B). As plantas
qgue ndo sofreram o déficit hidrico e foram expostas ao estresse térmico (CTA) foram
impactadas pela temperatura elevada, resultado observado pelo menor numero de
graos produzidos em relacdo ao tratamento controle em ambas concentracfes de
CO:o.. Estudo realizado por Wang et al. (2018a) revela que o aumento do CO: foi capaz
de reduzir em cerca de 8% o numero de espiguetas por panicula, enquanto apenas a
temperatura elevada causou reducdo de 4% e a combinacdo entre elevado CO: e
temperatura elevada resultou na reducdo de 13%. Estes resultados estéo
relacionados com os efeitos negativos do elevado CO2 e temperatura elevada sobre o

desenvolvimento das paniculas, pois ambos causam a reducéo da diferenciacao das
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ramificacbes primarias e reducdo das espiguetas, bem como aumentam a
degeneracéao destas estruturas da panicula.

Pode-se observar ainda que a exposi¢cdo ao déficit hidrico durante o estadio
vegetativo possibilitou uma melhor condi¢cao para a producdo de gréos por panicula
das plantas submetidas ao estresse térmico na antese em ambas condi¢des de COzq,
visto que o0 numero de graos por paniculas nos tratamentos DHvVTA 400 e DHVTA 700
foi 115 e 103, respectivamente, enquanto CTA 400 e CTA 700 produziram 96 e 89
graos por panicula, respectivamente. Em trigo por exemplo, o priming induzido por
déficit hidrico no estadio vegetativo melhora o desenvolvimento de grdos em
condicbes de déficit hidrico no estadio de pds-antese, principalmente por manter
elevada a concentracdo de citocininas, auxinas e giberelinas, bem como, baixo
conteddo de ABA durante o desenvolvimento inicial dos graos. Isto resulta em maior
tamanho de dreno inicial e enchimento de graos final, comparado com plantas que
nao foram submetidas ao priming (ABID et al., 2017). A citocinina por exemplo, tem
importante funcdo sobre a regulacédo do numero de gréos por panicula em arroz, neste
sentido, a reducéo na expresséao do gene (OsCKX11) que codifica a enzima citocinina
oxigenase/desidrogenase, resulta no incremento de gréos por panicula (ZHANG et al.,
2020c).
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Figura 33 - Numero de paniculas por vaso (A) e niUmero de grédos por panicula (B) de plantas de arroz
(gendtipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentragdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm) e
submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante
todo cultivo); CTA (irrigac@o normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv
(déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e
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estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%). **
Denota diferenga pelo teste t (p<0,01) e *** (p<0,001) entre o par de tratamentos indicado.

Para o parametro esterilidade de espiguetas foi observado o efeito simples do
COo.. Os resultados obtidos no tratamento DHVTA mostram que o incremento de CO:
resultou em menor esterilidade de espiguetas em comparacgéo as plantas submetidas
a mesma condicdo hidrica e temperatura cultivadas em atmosfera com 400ppm de
COz2 (Figura 34A). Neste sentido, resultados obtidos em plantas de trigo reportam que
o0 aumento do CO: atmosférico € capaz de reduzir a mortalidade de flores, sugerindo
gue a viabilidade das flores é suportada pela maior disponibilidade de fotoassimilados
translocados para os 6rgéos florais (DIAS DE OLIVEIRA et al., 2015). Portanto, o
menor percentual de esterilidade de espiguetas em elevado CO: obtido no presente
experimento possivelmente foi devido ao maior suprimento de fotoassimilados para
os o6rgaos reprodutivos durante a antese. Uma vez que, em arroz a esterilidade de
espiguetas pode ocorrer pela baixa disponibilidade de fotoassimilados durante a
floracado (KOBATA et al., 2013).

No parametro PMG foi observada efeito significativo simples dos fatores CO:ze
condicdo hidrica. Os resultados do presente estudo mostram uma tendéncia de
incremento no PMG dos tratamentos submetidos ao elevado CO: (Figura 34B). Estes
resultados corroboram com dados reportados em estudos anteriores que mostram que
o elevado CO:2 propicia incremento no peso do grao (LV et al., 2020; WANG et al.,
2019a). Estudo realizado por Yang et al. (2006) revelou que o elevado CO:2 induziu
um incremento pequeno (1,3%) no peso do gréo, porém significativo em relacao ao
CO2 ambiente, resultado atribuido principalmente ao incremento na propor¢do de
espiguetas produzidas nas ramificacdes primarias e na razdo fonte-dreno durante a
emissao das paniculas. Por outro lado, no presente estudo a exposi¢do das plantas
ao déficit hidrico no estadio vegetativo causou reducdo dos valores de PMG.
Conforme Bhutta et al. (2019), em 20 gendtipos de arroz analisados o estresse por
déficit hidrico causou uma reducdo entre 9 e 56% no PMG, neste caso o efeito foi
desencadeado possivelmente pela reducdo na assimilacdo e na disponibilidade de

nitrogénio para 6rgaos reprodutivos.
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Figura 34 - Percentual de esterilidade de espiguetas (A) e peso de mil graos (PMG) (B) de plantas de
arroz (genotipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm)
e submetidas a diferentes condi¢Bes de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante
todo cultivo); CTA (irrigac@o normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv
(déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e
estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confianca (IC95%).

Quanto a produtividade de grdos por panicula foi observada menor
produtividade no tratamento controle em 700ppm de CO2 em relagdo ao controle
cultivado em atmosfera com 400ppm (Figura 35). Os resultados também mostram que
a temperatura elevada reduziu a produtividade de grdos em plantas submetidas ao
estresse térmico durante a antese (CTA) quando comparadas as produtividades das
plantas controle. Estes resultados estédo relacionados principalmente com o menor
namero de graos por panicula nestas condi¢des. Entretanto, de acordo com estudo
realizado por Wang et al. (2019c) a ocorréncia de temperatura elevada sozinha ou em
combinacdo com elevado COzreduz o acumulo de massa seca e a produtividade do
arroz, neste caso, os resultados foram atribuidos principalmente a redugéo do indice
de area foliar em tais condi¢cdes.

Por outro lado, as plantas que experimentaram a condicao de déficit hidrico no
estadio vegetativo e posteriormente foram submetidas ao estresse térmico na antese
(DHVTA) apresentaram maior produtividade de grdos por paniculas em relacdo as
plantas que ndo foram impostas ao déficit hidrico antecedendo o estresse térmico
(CTA). Neste caso, foi verificado que em DHVTA 400 a produtividade foi cerca de 17%
superior em relacéo a produtividade das plantas submetidas ao tratamento CTA 400.
Enquanto em DHVTA 700 o incremento de produtividade foi de 12% em relacdo a CTA
700. Neste contexto, foi verificado que em plantas de trigo o priming por déficit hidrico

durante o estadio de alongamento do colmo é capaz desencadear a tolerancia
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cruzada ao estresse térmico por calor no estadio de enchimento de gréaos, este priming
causa um efeito de aumento da taxa de carboxilacéo e reduz a perda de produtividade
de grdaos em comparacdo com plantas submetidas ao estresse térmico sem passar
pelo priming (WANG et al., 2014b).
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Figura 35 - Produtividade de grdos por paniculas (g) de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia)
cultivadas em duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes
condicbes de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA
(irrigac@o normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-
5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na
antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenca pelo
teste t (p<0,05) e ** (p<0,01) entre o par de tratamentos indicado.

Para o contetdo de H20: foi verificado o efeito significativo simples do fator
CO:.. Os tratamentos submetidos ao déficit hidrico em 700ppm de CO2 apresentaram
maior contetdo de H202 em relacdo as plantas que foram submetidas ao déficit hidrico
em 400ppm (Figura 36A). Em relacdo a avaliacdo da peroxidacéo lipidica as plantas
sujeitas ao déficit hidrico e temperatura elevada (DHVTA) apresentaram maior
contetdo de MDA em comparacdo com as plantas submetidas apenas ao estresse
por déficit hidrico (DHv) (Figura 36B). Os resultados revelam que na concentracdo de
400ppm de CO2 o estresse térmico causou maior peroxidacéo lipidica nas plantas que
foram expostas ao déficit hidrico inicial (DHVTA) em relacéo a peroxidacao lipidica nas
células das plantas do tratamento CTA. Portanto, para esta varidvel a exposicao inicial
ao déficit hidrico ndo foi capaz de induzir uma resposta mais eficiente contra a
peroxidacao lipidica desencadeada em funcéo do estresse térmico. Entretanto, sabe-

se que o fendbmeno de tolerancia cruzada pode ocorrer mesmo quando o0s sistemas
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de defesa vegetal ndo sdo capazes de prevenir danos oxidativos significativos em
moléculas e organelas celulares. Isto pode ocorrer, por exemplo, através da ativacao
de mecanismos de reparo celular. Esse comportamento foi observado em plantas de
trigo, que ao sofrerem a indugéo de priming por déficit hidrico leve, apresentam maior
eficiéncia na ativacdo do mecanismo de reparo do DNA danificado ap6s exposicdo ao
estresse térmico por temperatura elevada. A enzima Apell (Apurinic/apyrimidinic
endonuclease) tem sido considerada uma componente chave na regulacdo desse
mecanismo (GUPTA et al., 2020).
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Figura 36 - Contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) (A) e contetido de malondealdeido (MDA) (B)
em folhas bandeira de plantas de arroz (gen6tipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes
de CO- atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigagdo
normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse
térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e
DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o
intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenca pelo teste t (p<0,05) entre o par de tratamentos
indicado.

Em relacéo a atividade da enzima SOD foi observado efeito simples do fator
CO2. Sendo que os resultados mostram que a atividade da SOD foi maior nas plantas
controle e CTA cultivadas em 700ppm de CO2 em relacdo a atividade enziméatica da
SOD de plantas controle e CTA em 400ppm (Figura 37A).

Os resultados deste experimento também revelam que a atividade da SOD foi
cerca de 35% superior nas plantas submetidas previamente ao déficit hidrico e
posteriormente ao estresse térmico (DHVTA) em 400ppm, quando comparada a
atividade da SOD de plantas expostas somente ao estresse térmico na antese (CTA).
No entanto, como visto acima, o incremento da atividade da SOD em plantas do
tratamento DHVTA em 400ppm ndéo foi suficiente para reduzir a peroxidacéo lipidica

nas células do tecido da folha bandeira.
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O potencial do efeito priming em induzir um aprimoramento do sistema
antioxidante durante um segundo estresse tem sido amplamente confirmado,
especialmente em espécies pertencentes a familia Poaceae. Um estudo recente
mostrou que a tolerancia ao estresse por seca induzida por priming a base de déficit
hidrico em plantas de trigo envolve uma regulacdo hormonal crosstalk entre ABA e
jasmonato, os quais atuam regulando positivamente a expressao de genes e a
atividade de componentes do sistema de defesa celular, como calmodulinas, CAT,
SOD e HSP70 (WANG et al., 2020b). Além disso, plantas de trigo com tratamento
priming por déficit hidrico apresentam menores perdas de produtividade de gréos
guando sofrem a incidéncia de estresse por seca no estadio de pds-antese,
principalmente pelo fato destas plantas apresentarem melhor status hidrico, causado
pelo incremento do conteddo de osmoprotetores (prolina e sacarose), agregado a
maior atividade do sistema antioxidante enzimatico, com destaque para a atividade
das enzimas SOD, CAT e APX que atuam na reducao dos danos oxidativos sobre as
membranas celulares através da detoxificacdo das EROs. E por fim, esse mecanismo
priming ainda possibilita maior eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons da
fotossintese, bem como, maior atividade de carboxilacdo da enzima RUBISCO (CUI
et al., 2019b; WANG et al., 2019d). Estes mecanismos ativados pelo efeito do priming
durante o0 estresse por seca, sao importantes também para a ativacdo da
termotolerancia em plantas submetidas ao estresse por calor. Em plantas de arroz,
por exemplo, o desenvolvimento da termotolerancia envolve a acdo de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, APX e POD, em conjunto com a atividade de proteinas
de choque térmico (HSP70) (ALl et al., 2017; SHAH et al., 2011; WAHAB et al., 2020;
XUE et al., 2012).

Na atividade da enzima CAT foi observado efeito simples do CO: e da
temperatura. Neste experimento a atividade da CAT foi superior nas plantas do
tratamento DHVTA em 700ppm de CO2 em comparagdao com as plantas submetidas
ao tratamento DHVTA em 400ppm (Figura 37B). Além disso, a atividade da CAT em
plantas do tratamento DHvVTA 700ppm foi maior do que o valor obtido em plantas
submetidas apenas ao déficit hidrico em 700ppm. O efeito do elevado CO: sobre a
atividade de enzimas antioxidantes também ja foi observado em estudo realizado com
plantas de tomateiro (S. lycopersicum), no qual foi observado que o aumento de CO:
atmosférico em condicdes de cultivo sem estresse acarretou um incremento de 23, 47
e 44% na atividade da SOD, POD e CAT, respectivamente (ZHANG et al., 2020e). Ja
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em pléantulas de Robinia pseudoacacia o alto CO2 incrementou a atividade da SOD e
CAT, e por outro lado reduziu a atividade da POD, indicando a variabilidade de efeitos
do CO:2 sobre o sistema antioxidante enzimatico (JIA et al., 2017). No presente estudo,
em relacdo a atividade da enzima APX os resultados mostram que os fatores néo
apresentaram interagao significativa e efeito simples significativo nas condi¢des deste

experimento.

A [ 400ppm
5 3 700ppm
2 *
g
[
Q 4
o
£
<
c
E 39
)
o]
°
(o]
S 2
c
2
8
o
0 u u u
CONTROLE CTA DHv DHVTA
0,30
B [ 400ppm
o
£ =3 700ppm
£ 025 PP
o
£
[7]
o 0,20 A
s
o
£
© 0151
X
o
~
(@]
' 0104
°
IS
2
~ 0,05 A
<
o
0,00 t t t
CONTROLE CTA DHv DHVTA
0,25
C [ 400ppm
[ 700ppm

0,20 1

1 Teb el 20

0,10 1

0,05 1

APX (umol ASA oxid mg proteina™ min™)

0,00
CONTROLE CTA DHv DHVTA

Figura 37 - Atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) e ascorbato
peroxidase (APX) (C) em folhas bandeira de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em
duas concentragBes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de
cultivo. Controle (irrigacéo normal e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigagdo normal
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durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura
ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As
linhas verticais indicam o intervalo de confianga (IC95%). * Denota diferenca pelo teste t (p<0,05) entre
o par de tratamentos indicado.

Em relacédo ao conteudo de clorofila a, clorofila b e clorofila total foi observado
o efeito simples do fator CO2. O conteudo de clorofila foi significativamente menor em
plantas do tratamento DHvVTA em 700ppm de CO: em relacdo as plantas do
tratamento DHVTA em 400ppm (Figura 38A, B e C). Um estudo anterior constatou que
em folhas bandeiras de arroz e trigo o elevado CO2 pode causar uma aceleracdo na
degradacéo das clorofilas e subsequente senescéncia, isto sugere que sob elevado
CO2, apls a transicdo para o estadio reprodutivo ocorre uma translocacdo maior do
nitrogénio presente na folha bandeira em direcdo a panicula para suprir a demanda
para o desenvolvimento dos grdos (ZHU et al., 2012). Além disso, sob elevado CO2
pode ocorrer uma limitacdo na absorcdo de N causada pelo declinio na transpiracéo,
e somado a isto ainda, pode ocorrer também um aumento na razdo C:N, causando
uma diluicdo da concentracdo de N na folha, o que consequentemente reduz o
conteudo de clorofilas (KUMARI; AGRAWAL; TIWARI, 2013; YU et al., 2014). Cabe
destacar que em um estudo anterior foi constatado que a reducdo do conteudo de
clorofilas em plantas de arroz parece nao causar prejuizo sobre a produtividade de
grdos e ainda favorece o aumento da taxa fotossintética, resultando na maior
eficiéncia fotossintética do uso de N em condi¢Bes de alta intensidade luminosa (GU
et al., 2017).

Para carotenoides foi observada interacdo entre CO:2 e déficit hidrico. Os
resultados do conteddo de carotenoides mostram que nas plantas submetidas ao
déficit hidrico o aumento do CO:2 causou reducdo de carotenoides em relagdo as
plantas submetidas ao déficit hidrico em 400ppm (Figura 38D). Na concentracao
elevada de CO:2 o conteudo de carotenoides foi maior nas plantas que n&o foram
submetidas ao déficit hidrico em comparacdo com a resposta das plantas que
passaram pelo déficit hidrico. Os carotenoides sdo pigmentos importantes para a
protecdo dos fotossistemas contra danos oxidativos, de maneira que eles séo
responsaveis pela absorcédo do excesso de energia por meio de rapido quenching do
estado excitado tripleto das clorofilas (RAMEL et al., 2012). No entanto, em condi¢do

de seca tem sido observado que o contetdo de carotenoides sofre reducéo tanto em
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gendtipo sensivel, quanto em gendtipo tolerante a seca (KHAN et al., 2017; NASRIN
et al., 2020).
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Figura 38 - Conteudo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) em folhas
bandeira de plantas de arroz (genétipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes de CO2
atmosférico (400 e 700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigagdo normal
e temperatura ideal durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico
na antese por 72h); DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA
(déficit hidrico em V4-5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o intervalo
de confian¢a (IC95%).

Neste experimento foram analisadas as expressdoes de 7 genes OsHSPs
(OsHSP16.9A, OsHSP17.9A, OsHSP20, OsHSP24.15, OsHSP70CP1, OsHSP70.1 e
OsHSP70.6). Os resultados da expresséo génica neste experimento mostram que em
folhas bandeiras no tratamento DHv 400ppm houve regulagéo positiva nos genes
OsHSP17.9A, OsHSP20, OsHSP24.15, OsHSP70.1 e OsHSP70.6 (Figura 39B, C, D,
F e G). Além disso, na mesma condic¢éo foi observada regulacdo positiva dos genes
OsHSP20 e OsHSP70.6 nas espiguetas (Figura 40C e G). Em folhas bandeiras de
plantas submetidas aos tratamentos CTA e DHvVTA 400ppm o gene OsHSP70.6
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também sofreu regulacéo positiva, porém, nas plantas que foram submetidas ao déficit
hidrico e estresse térmico a expressao deste gene foi significativamente inferior. Por
outro lado, nas espiguetas a expressao de OsHSP70.6 foi reprimida no tratamento
CTA 400ppm, enquanto em DHVTA 400ppm a expressao foi regulada positivamente,
sugerindo que os efeitos do déficit hidrico contribuiram para induzir a expressao deste

gene durante o estresse térmico.
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Figura 39 - Expressdo relativa dos genes OsHSP16.9A (A), OsHSP17.9A (B), OsHSP20 (C),
OsHSP24.15 (D), OsHSP70CP1 (E), OsHSP70.1 (F) e OsHSP70.6 (G) em folhas bandeira de plantas
de arroz (gendtipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracbes de CO: atmosférico (400 e
700ppm) e submetidas a diferentes condi¢des de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal
durante todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h);
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DHv (déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-
5 e estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o desvio padréo.

Nas folhas bandeiras do tratamento controle 700ppm ocorreu a regulacao
positiva dos genes OsHSP16.9A e OsHSP70.6. Ao passo que o tratamento CTA 700
regulou positivamente a expressédo de OsHSP20 e OsHSP70CP1, contrastando com
a reducéo significativa da expresséo destes genes no tratamento DHvTA 700.

Nas espiguetas os genes OsHSP20 e OsHSP24.15 foram regulados
positivamente pelos tratamentos controle 700 e DHv 700, ja OsHSP70CP1 apresentou
regulacédo positiva nos tratamentos controle 700 e DHVTA 700, destacando neste
tratamento o incremento significativo nos niveis de transcritos, sugerindo que o déficit
hidrico possibilita maior expressdo deste gene durante exposicdo ao segundo
estresse a longo prazo. No tratamento CTA 700 a expressdo dos genes OsHSP70.1
e OsHSP70.6 também foi significativamente induzida, enquanto em DHvVTA 700 a
expressao destes dois genes foi reprimida.

Nos tratamentos CTA 400 e DHVTA 400 as expressdes dos genes
OsHSP16.9A (folha bandeira), OsHSP17.9A (folha bandeira e espigueta),
OsHSP24.15 (folha bandeira e espiguetas) e OsHSP70CP1 (folha bandeira) foram
reguladas negativamente, porém observa-se que para OsHSP16.9A, OsHSP17.9A e
OsHSP70CP1 a repressao foi mais forte nas plantas submetidas ao déficit hidrico e
estresse térmico. Por outro lado, para OsHSP24.15 a menor expressao foi observada
nas plantas submetidas apenas ao estresse térmico.

As expressdes de OsHSP24.15 (espigueta) e OsHSP70.1 (folha bandeira)
foram reguladas negativamente nos tratamentos CTA 700 e DHvTA 700. No entanto,
em CTA 700 a expresséo destes dois genes foi ainda significativamente inferior em

relacdo a expresséao deles em DHVTA 700.
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Figura 40 - Expressdo relativa dos genes OsHSP16.9A (A), OsHSP17.9A (B), OsHSP20 (C),
OsHSP24.15 (D), OsHSP70CP1 (E), OsHSP70.1 (F) e OsHSP70.6 (G) em espiguetas de plantas de
arroz (genotipo BRS Queréncia) cultivadas em duas concentracdes de CO2 atmosférico (400 e 700ppm)
e submetidas a diferentes condi¢Bes de cultivo. Controle (irrigacdo normal e temperatura ideal durante
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todo cultivo); CTA (irrigacdo normal durante todo ciclo e estresse térmico na antese por 72h); DHv
(déficit hidrico em V4-5 e temperatura ideal durante todo cultivo) e DHVTA (déficit hidrico em V4-5 e
estresse térmico na antese por 72h). As linhas verticais indicam o desvio padrédo (n=3).

O fendmeno de tolerancia cruzada entre estresses envolve a coativacao
sinérgica de rotas especificas de respostas que permitem um incremento geral na
tolerancia aos estresses (HOSSAIN; MOSTOFA; FUJITA, 2013). Neste sentido,
analisando os dados de expressdo génica do presente experimento podemos
observar que os genes OsHSP70.6 e OsHSP70CP1 dos tecidos das espiguetas dos
tratamentos DHVTA 400 e 700, respectivamente, apresentaram efeito de memoria
transcricional por inducdo. O fato interessante € que estes dois genes codificam
proteinas da mesma familia. Portando, destacando neste estudo a importancia da
HSP70 para ativacéo e regulacéo da tolerancia cruzada a nivel molecular.

A expressdo dos genes da superfamilia HSP70, quando induzida por alta
temperatura apresenta respostas diversas significativas, sendo que essa variabilidade
de resposta pode estar relacionada aos elementos cis localizados no dominio
promotor que regula a expressao dos genes (USMAN et al., 2017). Atualmente sabe-
se que a expressao de genes HSPs70 pode ser induzida por varios estresses abioticos
como calor, frio, salinidade e seca, bem como, por estresses bidticos causados por
fungos, bactérias e virus (RANA et al., 2018).

Alguns estudos tém constatado o envolvimento das HSPs na rede de
sinalizacdo da memoria do estresse. Em A. thaliana, o aumento da expressao dos
genes HSP18.2 e HSP21 ativa uma rede de transducao de sinais para regular e induzir
a memoria do estresse térmico (SHAHNEJAT-BUSHEHRI; MUELLER-ROEBER,;
BALAZADEH, 2012). Especificamente a expressdo de HSP70 foi observada como
componente fundamental para desenvolvimento da tolerancia cruzada entre estresse
por arsénio e calor, neste caso, a pré-exposicdo de plantulas de arroz ao arsénio
melhorou a capacidade das plantas expressarem o gene HSP70 de maneira eficiente
durante o estresse subsequente, indicando aspectos em comum na cascata de
transducao de sinais entre os diferente estresses (GOSWAMI; BANERJEE; RAHA,
2010). Além disso, parece que o prolongamento da memoria pos-transcricional de
algumas HSPs necessita de interacdo com outros componentes celulares. Em A.
thaliana por exemplo, a interagédo entre HSP101 e HSA32 (heat-stress-associated 32-
kD), acaba retardando a degradacdo de HSP101, de maneira que esse mecanismo

possibilita o prolongamento da memdéria do estresse térmico (WU et al., 2013).
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4.4 Conclusodes

Respostas bioquimicas e moleculares evidenciam o desenvolvimento de
tolerancia cruzada entre estresses causados por déficit hidrico e alta temperatura. A
e[CO2] ndo incrementa as respostas relacionadas a tolerancia cruzada.

Na concentracdo de 400ppm de CO:2 o estresse prévio por déficit hidrico no
estadio vegetativo reflete na reducao do conteado de H202 em folhas bandeiras
guando as plantas sdo expostas ao estresse térmico severo na antese. Em condigéo
de e[CO2] o sistema antioxidante enzimatico a nivel de folha bandeira apresenta maior
atividade sob estresse térmico severo na antese quando as plantas sdo previamente
submetidas ao déficit hidrico no estadio vegetativo.

Em plantas cultivadas tanto em 400ppm, quanto 700ppm de CO2 atmosférico a
exposicdo prévia ao déficit hidrico evita a redugdo do numero de grdos e da
produtividade por panicula causada pelo estresse térmico moderado durante a antese.

O incremento na atividade da SOD na folha bandeira, a maior expressao de
OsHSP70.6 nas espiguetas na concentracdo de 400ppm de CO: e o incremento da
expressado de OsHSP70CP1 nas espiguetas na concentragcdo de 700ppm de CO:
atuam favorecendo a tolerancia cruzada em nivel bioquimico e molecular entre déficit

hidrico e estresse térmico moderado.
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5 Consideracg0es finais
As mudancas climaticas sdo um dos principais desafios enfrentados na

producdo de alimentos no mundo. No entanto, se confirmadas as projecoes futuras
de aumento de CO: atmosférico, em determinadas circunstancias nota-se que esse
incremento de CO2 podera mitigar alguns efeitos deletérios causados por diferentes
tipos de estresses abioticos, podendo dessa forma, reduzir a severidade dos impactos
das mudancas climaticas sobre a produtividade das culturas. Neste estudo foi
constatado que genoétipos de arroz irrigado apresentam diferencas quanto a
capacidade de responder ao incremento de CO: atmosférico. Portanto, a sele¢éo de
genotipos com alta responsividade ao elevado CO: é fundamental para dar inicio ao
enfrentamento das condicbes ambientais futuras.

Além disso, independente da concentracédo de CO: foi observado que o déficit
hidrico no estadio vegetativo de plantas de arroz do gendtipo Queréncia pode
contribuir até certo ponto na preparacéo para induzir a tolerancia ao estresse térmico
na antese em termos de atividade do sistema antioxidante enzimatico e da inducao
da expressao de HSPs. Por fim, sabe-se que existe uma grande variabilidade genética
na cultura do arroz, ao mesmo tempo ha uma complexidade metabdlica envolvida no
desenvolvimento do fendmeno de toleréncia cruzada a estresses.

Portanto, existe a necessidade de ampliacédo dos estudos de tolerancia cruzada
com diferentes gendtipos e diferentes tipos de estresses, integrando a estes estudos
andlises de um grupo maior de componentes envolvidos nas rotas de sinalizagdo e
mecanismos cross-talk de respostas contra estresses abidticos, como por exemplo 0s

fitormonios.
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