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RESUMO

MOURA, Diogo da Silva. Aspectos fisiologicos e morfométricos de genétipos de
arroz em resposta ao estresse térmico. 101f. Tese (doutorado) - Programa de PG4s-
Graduagdo em Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

O aumento na frequéncia de ocorréncia de eventos climaticos extremos, a exemplo
de ondas de temperaturas infra e supraétimas, poderdo ocasionar estresse nas
plantas de arroz. Assim, € importante caracterizar os efeitos na cultura, bem como
selecionar gendtipos com maior tolerancia a tais estresses. Neste contexto, objetivou-
se avaliar, inicialmente, gendtipos contrastantes de arroz irrigado (Nagina 22 e BRS
Queréncia — tolerante e sensivel a temperaturas elevadas, respectivamente) quando
submetidos a temperaturas supradtimas no estadio vegetativo; posteriormente, 0s
mesmos gendtipos quando expostos a temperatura noturna elevada durante o estadio
reprodutivo; e, ainda, 42 genotipos de arroz irrigado quanto a sua variabilidade
fenotipica expostos a temperaturas infradtimas no estadio inicial de desenvolvimento
(V2), utilizando-se de uma plataforma de fenotipagem. No primeiro estudo, o0s
genotipos foram submetidos a dois gradientes de temperaturas: controle (temperatura
ambiente) e temperatura supradtima (com elevacéo de 3-5 °C durante o dia e 1-2°C
durante a noite em relacdo ao controle) desde a semeadura até 42 dias apés a
emergéncia; no segundo estudo, os mesmos gendtipos foram expostos a diferentes
temperaturas noturnas no estadio reprodutivo, sendo essas de 22 °C (controle) e 28
°C (temperatura noturna elevada), sendo avaliados parametros bioquimicos,
fisiologicos e de rendimento; no terceiro estudo, os genotipos foram submetidos a
temperaturas infradtimas (entre 13 e 17 °C) durante o estadio fenolégico V2, e tiveram
sua capacidade de recuperacdo avaliada. No primeiro estudo, temperaturas
supradtimas no estadio vegetativo incrementaram em duas vezes a taxa de
assimilacdo liquida de CO2 do gendtipo tolerante, enquanto ndo modificou
significativamente a do gendtipo sensivel, o qual apresentou reducdo de 20% na
massa seca de raizes. No segundo estudo, temperatura noturna elevada ocasionou
maior atividade das enzimas fenilalanina amdénia-liase (270%) e peroxidase (80%)),
reducdo nos acucares soluveis totais (-30%), incremento da esterilidade de espigueta
(8%) e decréscimo no peso de 1000 graos (-13%) no genoétipo sensivel ao calor.
Ainda, as caracteristicas de termotolerancia do genoétipo tolerante a temperaturas
supradtimas permitem vislumbrar o seu uso como material fonte em programas de
melhoramento vegetal. No terceiro estudo visualizou-se que temperaturas infra6timas
impostas no estadio fenologico V2 exercem efeitos negativos na taxa de transporte de
elétrons, rendimento quéantico fotoquimico efetivo do FSIl e indice de clorofila de
genotipos de arroz irrigado, sendo que os materiais Sel. TB 1211-3, CTB 1419, CTB
1444, CTB 1455 e AB 13720 apresentam maior tolerancia e capacidade de
recuperacao a tal estresse. Destaca-se a funcionalidade da fenotipagem fisiologica
nao-invasiva, a qual pode ser inserida em programas de melhoramento vegetal,
permitindo a caracterizacao e selecao de gendtipos com ampla variabilidade genética.



Palavras-chave: Oryza sativa L., eventos climaticos extremos, fotossintese,

componentes de rendimentos, termotolerancia, fenotipagem nao-invasiva



ABSTRACT

MOURA, Diogo da Silva. Physiological and morphometric aspects of rice
genotypes in response to thermal stress. 101f. Thesis (doctoral) - Graduate
Program in Plant Physiology, Institute of Biology, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2017.

The increase in the frequency of occurrence of extreme climatic events, like waves of
infra and supra-optimal temperatures, can cause stress in rice plants. Thus, it is
important to characterize the effects on the crop, as well as to select genotypes with
greater tolerance to such stresses. In this context, the objective was to evaluate,
initially, contrasting genotypes of irrigated rice (Nagina 22 and BRS Queréncia-
tolerante and sensitive to high temperatures, respectively) when submitted to supra-
optimal temperatures at the vegetative stage; later, the same genotypes when exposed
to the elevated temperature of the night during the reproductive stage; and also 42
genotypes of irrigated rice for their phenotypic variability exposed to infra-optimal
temperatures at the initial stage of development (V2), using a phenotype platform. In
the first study, the genotypes were submitted to two temperature gradients: control
(ambient temperature) and supra-optimal temperature (elevation of 3-5 ° C during the
day and 1-2 °C at night in relation to the control) from sowing up to 42 days after
emergence; in the second study, the same genotypes were exposed to different night
temperatures at the reproductive stage, being 22 °C (control) and 28 °C (high night
temperature), being evaluated biochemical, physiological and yield parameters; in the
third study, genotypes were submitted to infra-optimal temperatures (between 13 and
17 ° C) during phenological stage V2, and their recovery capacity was evaluated. In
the first study, supra-optimal temperatures at the vegetative stage increased twice the
rate of CO2 assimilation of the tolerant genotype, while it did not significantly modify
that of the sensitive genotype, which presented a 20% reduction in dry mass of roots.
In the second study, elevated night temperature resulted in higher activity of
phenylalanine ammonia-lyase (270%) and peroxidase (80%) enzymes, reduction in
total soluble sugars (-30%), increase in spikelet sterility (8%) and decrease in weight
of 1000 grains (-13%) in the heat sensitive genotype. Furthermore, the
thermotolerance characteristics of the genotype tolerant to supra-optimal temperatures

allow to see its use as a source material in plant breeding programs. In the third study



it was visualized that infra-optimal temperatures imposed in phenological stage V2
exert negative effects on the rate of electron transport, effective photochemical
guantum yield of FSII and chlorophyll index of irrigated rice genotypes, being that the
materials Sel. TB 1211-3, CTB 1419, CTB 1444, CTB 1455 and AB 13720 present
greater tolerance and recovery capacity at such stress. The functionality of non-
invasive physiological phenotyping is highlighted, which can be inserted into plant
breeding programs, allowing the characterization and selection of genotypes with wide

genetic variability.

Keywords: Oryza sativa L., extreme climatic events, photosynthesis, yield

components, thermotolerance, non-invasive phenotyping
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o segundo cereal mais cultivado no mundo, com
area aproximada de 159 milhdes de hectares e producdo de 483 milh&es de toneladas
do grdo na safra 2016/2017. Atualmente, a producdo mundial esta concentrada
principalmente no continente asiatico, com destaque para a China e a india,
responsaveis respectivamente por 30 e 22% da producdo mundial, sendo que o Brasil
€ 0 9° maior produtor, com 1,7% da producéo global (USDA, 2017).

Em territorio brasileiro foram cultivados na safra 2016/2017 em torno de 1,98
milhdes de hectares, sendo o Estado do Rio Grande do Sul (RS) o maior produtor,
correspondendo por 70,8% da producado nacional, com produtividade média de 7.930
kg hal (CONAB, 2017). Entretanto, de acordo com projecdes de demanda, a
producédo deste grdo deve ser incrementada em 70% até 2050 para suprir a crescente
demanda por alimentos, levando em consideracdo o crescimento populacional e o
desenvolvimento econémico, em regides onde o arroz é a principal fonte energética
(GODFRAY et al., 2010).

Os estresses bibticos e abibticos representam o0s principais fatores que
resultam em perdas agricolas em escala global e as mudancgas climéticas previstas
poderdo potencializar seus efeitos negativos (BRITO et al., 2010; BRITO et al., 2011;
DIOLA et al., 2011; DIOLA et al., 2013; WEBER et al., 2014; BRITO et al., 2016;
GUIMARAES et al., 2017). Neste sentido, em diversos programas de melhoramento
genético de plantas, a fisiologia vegetal passou a desempenhar papel chave, o qual
envolve desde o desenvolvimento de protocolos para a fenotipagem robusta, néao
invasiva em larga escala, passando por sua adoc¢do visando dissecacdo de
mecanismos determinantes para um fendtipo especifico de interesse para um
ambiente alvo.

Recentemente, relatérios elaborados por diferentes grupos de pesquisas
evidenciam, por meio de registros historicos de dados climaticos e modelos de
previsao, que a frequéncia da ocorréncia de eventos extremos (a exemplo do excesso
e escassez de agua, ondas de calor e de frio) deverdo se tornar cada vez mais
frequentes ao longo das proximas décadas (IPCC, 2013; TIAN et al., 2015; BECKLIN
et al., 2016; FAN et al., 2016). Além do impacto previsto desses eventos climaticos

extremos sobre a populacdo global, permanecem incertas, sua influéncia na
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distribuicdo de espécies de plantas, na produtividade, no balango de carbono e no
impacto fisioldgico versus a capacidade de resiliéncia das plantas.

Apesar do arroz ser de origem tropical, também é cultivado em regifes
subtropicais e temperadas. Assim, durante a estacdo de crescimento a planta esta
exposta a possiveis ocorréncias de temperaturas infra e supra6tima, num intervalo,
nao raramente, menor que 24 horas. A ocorréncia destes extremos ambientais pode
resultar em prejuizos na produtividade de graos. Cabe salientar que a temperatura
Otima para o desenvolvimento da cultura situa-se entre 20 e 35 °C para a germinacao,
de 30 a 35 °C para a floracdo e de 20 a 25 °C para a maturacao fisiologica (YOSHIDA,
1981), e que tanto temperaturas inferiores como superiores a esses limiares podem
alterar e desencadear vias de transducdo de sinal, culminando em mudancas em
diferentes processos fotoquimicos e bioquimicos da fotossintese (BAHUGUNA et al.,
2017).

Se por um lado estresse por temperaturas supraétimas pode resultar em
prejuizos significativos a sustentabilidade da orizicultura do Sul do Brasil, por outro, a
ocorréncia abrupta de ondas de frio, com temperaturas infradtimas incidindo durante
os periodos de germinagcdo/emergéncia e estabelecimento da cultura (S0-V4)
(COUNCE et al., 2000) também podera conduzir a desuniformidade no estande de
plantas, crescimento lento, maior exposi¢cao a competicdo com plantas daninhas, além
de aumento da taxa de mortalidade de plantas e consequentemente, menor
produtividade.

Neste sentido, ao assumir que as plantas arroz estardo cada mais expostas a
extremos do clima, e que as mudancas climaticas irdo intensificar e aumentar a
frequéncia de ocorréncia de periodos de escassez de agua associados a sua
exposicdo a temperaturas médias aumentadas, torna-se evidente que a adocao de
tecnologias baseadas exclusivamente no manejo, sejam insuficientes para tamponar
efeitos deletérios decorrentes das mudancas climéticas. Assim, o banco de
germoplasma da espécie em questao precisa ser cada vez mais acessado, com vistas
a uma caracterizacao fina, valoracao e uso deste para fins especificos.

Desse modo, poder-se-a identificar, dissecar e valorar diferentes fundos
genéticos, os quais poderdo auxiliar na definicdo de novos ideétipos de plantas
capazes de manter sustentaveis os sistemas de producdo de arroz independente das
variacbes climaticas que possam vir a acontecer. Neste sentido, é urgente a

construcdo de uma abordagem multidisciplinar e vinculada aos programas de
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melhoramento genético de plantas, a qual permita acelerar a obtencéo/construcéo de
ideotipos de plantas mais resilientes frente a estes cenarios, permitindo suprir a
demanda crescente por alimento basico.

Num cenario desafiador como o que se apresenta, abordagens que envolvam
ajustes nas préticas culturais e nos sistemas de producdo vigentes irdo impactar
positivamente reduzindo os efeitos negativos de extremos climaticos sobre a
produtividade da cultura. Assim, as novas estratégias e ferramentas disponiveis
atualmente, poderdo oferecer aos programas de melhoramento vegetal novas
oportunidades para exploracdo e manipulacdo das bases genéticas e funcionais
envolvidas nos componentes de producdo e estabilidade de rendimento sob
condicOes de estresses, especialmente, ao considerar os eventos climaticos extremos
atuais, juntamente aqueles previstos para se tornar cada vez mais intensos e
frequentes no futuro.

Assim, objetivou-se adotar uma abordagem de fenotipagem fisiol6gica
almejando caracterizar e identificar os mecanismos de tolerancia ao estresse térmico,
além de compreender as respostas fisiolégicas e morfométricas do arroz quando

expostos a estresses por temperaturas infra e supradtimas.
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2. CAPITULO | - ALTERACOES MORFOFISIOLOGICAS EM GENOTIPOS
CONTRASTANTES DE ARROZ EM RESPOSTA A
TEMPERATURAS SUPRAOTIMAS DURANTE O ESTADIO
VEGETATIVO

2.1. Introducao

O arroz é a cultura alimentar mais importante em todo o mundo, cultivado em
extremos de latitudes, sendo considerado alimento basico para cerca de dois ter¢os
da populacdo mundial (SECK, 2012). No entanto, a producdo de alimentos, bem como
a producdo anual de cereais, devera aumentar nos proximos anos (FAO, 2017) para
suprir o0 crescimento populacional, associado ao desenvolvimento econdmico,
especialmente de algumas regibes da Asia e Africa. Para atingir essa demanda
crescente pelo arroz, os orizicultores precisarao produzir anualmente cerca de 8 a 10
milhdes de toneladas a mais de arroz sem expansdo da area cultivada, exigindo um
aumento anual da producdo de cerca de 1,2 - 15% (SECK, 2012), indice
significativamente superior aos obtidos atualmente pelos diferentes programas de
melhoramento genético atuais. Soma-se a este desafio, suprir tal demanda frente a
um clima em alteracdo acelerada. As mudancas climaticas projetadas para o futuro
nos acenam que adocao de estratégias multidisciplinares e novas tecnologias
exercerdo um papel cada vez maior.

Neste sentido, esforcos devem ser concentrados visando, inicialmente,
compreender como a temperatura supraétima interfere em processos chaves da
planta e como esta reage ao fator de estresse. Tal abordagem culminara na obtencéo
de conhecimentos que subsidiem a construcdo de ideédtipos de plantas mais
resilientes quando expostas a condicbes ambientais cada vez mais severas.

Apenas como ilustracdo da relevancia do tema aqui abordado, estudos estimam
gue havera um aumento da temperatura média de 2 a 5,4 °C, até 2100 (IPCC, 2014),
com incremento estimado de 3,8 °C na temperatura média no Brasil (PINTO et al.,
2008). Para o Estado do RS tem sido relatado um aumento na temperatura média
minima ao redor de 2 °C no verdo (janeiro/fevereiro/marco). Diante do exposto, é
imprescindivel determinar quais serdo os impactos sobre a produtividade e qualidade

da producéo, caso estes aumentos continuem a progredir no mesmo ritmo.
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Temperaturas excessivamente elevadas sdo um dos principais fatores
ambientais que limitam o crescimento e o rendimento das culturas, induzindo a muitas
alteracOes bioquimicas e moleculares influenciando inimeros processos celulares, e
assim podendo provocar efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento das
plantas (SHEEHY et al.,, 2005; SHRIVASTAVA et al.,, 2012). Dentre as alteracdes
ocasionados pelo incremento da temperatura, destacam-se aquelas sobre processos
gue culminam a fotossintese. Estudos evidenciam que a exposicdo as temperaturas
supradtimas resultam na diminuicdo na assimilacdo de CO:2 e, consequentemente,
perdas na produtividade de grdos (YOSHIDA, 1981; BRITO et al, 2016). Por outro
lado, cabe ressaltar que para a maioria das espécies de plantas durante o estadio de
desenvolvimento vegetativo ha, geralmente, maior capacidade para tolerar e
recuperar-se de temperaturas supraétimas (HATFIELD; PRUEGER, 2015).

Estudos que abordem os impactos de temperaturas supradtimas sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas sao escassos para o0 Brasil,
especialmente nos estagios iniciais de desenvolvimento. O impacto do aumento da
temperatura tem efeito cumulativo em fases posteriores do desenvolvimento da
planta, sendo que mudangas na fase vegetativa e reprodutiva inicial poderdo afetar o
enchimento de graos, causados pela redugédo da producéo e viabilidade do polen, e
na qualidade final dos gréos (PRASAD et al., 2006; SHRIVASTAVA et al., 2012).

Neste contexto, a analise do crescimento, que € um método que descreve as
mudancas na producao vegetal em funcéo do tempo e propde acompanhar a dinamica
da producéo fotossintética avaliada por meio do acimulo de matéria seca, pode ser
utilizada para avaliar a adaptacdo ecolégica das plantas a novos ambientes,
competicao interespecifica, efeitos de sistemas de manejo, entre outros, permitindo
uma avaliacdo da capacidade produtiva de diferentes gendtipos (FRANCA et al., 1999;
ANTONIAZZI; DESCHAMPS, 2006).

Ainda, a produtividade contrastante observada entre diferentes gendétipos de
arroz tem sido justificada por meio das diferencas na dinamica da distribuicdo de
assimilados entre orgaos, durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(NTANOS; KOUTROUBAS, 2002). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as
respostas fisioldgicas e morfométricas de dois gendétipos contrastantes de arroz
irrigado  submetidos a temperaturas supradtimas no estadio inicial de

desenvolvimento.
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2.2. Material e métodos

2.2.1. Material vegetal

O experimento foi realizado na Estagéo Experimental Terras Baixas da Embrapa
Clima Temperado, localizada no municipio de Capéo do Ledo/RS, entre os meses de
dezembro de 2015 e janeiro de 2016. Foram utilizados dois genoétipos de arroz
irrigado, o Nagina 22 (N22), conhecidamente tolerante ao calor (JAGADISH et al.,
2010), e o BRS Queréncia, sensivel ao calor, selecionados com base em estudos
prévios (dados ndo mostrados). Esses gendtipos apresentam ciclo semelhante, mas
diferencas significativas para o peso de grdos e tamanho da panicula quando

cultivados em condigdes de campo.

2.2.2. Condigdes de cultivo das plantas

Para o cultivo das plantas foram utilizados rizotrons de formato retangular,
constituidos por duas placas de ACM (aluminio composto) com 120 cm de altura e 35
cm de largura, separadas por canaletas de aluminio, mantendo um espacamento
entre as placas de 1,5 cm e fixadas com prendedores. Os rizotrons foram previamente
preenchidos com solo classificado como Planossolo Hidromorfico Eutréfico solédico —
Unidade de Mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2006).

Foi realizada semeadura de trés sementes de cada genotipo nos rizotrons, sendo
gue apos a germinacdo apenas uma planta foi mantida. Para favorecer o crescimento
das raizes na face inferior da placa, os rizotrons foram apoiados em cavaletes de
madeira com inclinacdo de 45°. Ambos os gendétipos foram expostos a dois gradientes
de temperatura: ambiente (TA) - as plantas foram cultivadas em rizotrons sob
condicdes de temperatura do ambiente; e supradtima (TSO) - as plantas foram
cultivadas em rizotrons colocados dentro de uma estrutura de plastico (semelhante a
uma estufa) como mostrado na Figura 1, que aumentou a temperatura de 3 a 5 °C
durante o dia e de 1 a 2 °C durante a noite, em comparagado com as plantas crescidas
em condicbes normais de temperatura ambiente. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeticfes, sendo que cada repeticdo

consistiu em um rizotron contendo uma planta de um dos genotipos.
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Figura 1 - Cultivo de genétipos de arroz irrigado em rizotrons: temperatura ambiente — TA (direita) e
temperatura supraétima — TSO (esquerda).

A umidade do solo foi monitorada diariamente e, quando necessario, realizada a
irrigacdo. As condi¢cbes de temperatura para as duas condi¢des (TA e TSO) foram
monitoradas através de sensores, sendo que a Figura 2 mostra as mesmas durante a
conducéao do experimento.
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Figura 2 - Temperatura média do ambiente externo (TA) e dentro da estrutura de plastico (TSO) durante
o periodo de conducédo do experimento.
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2.2.3. Andlise das trocas gasosas

Parametros das trocas gasosas foram mensurados nas plantas aos 42 dias ap0s
a emergéncia (DAE) usando um analisador de gas no infravermelho IRGA (modelo LI-
6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, EUA). As medic¢des foram realizadas entre as 09:00
e 11:00 horas da manha, com concentracdo de CO2 na camara de 400 umol mol* e
uma densidade de fluxo de fétons de 900 umol de fétons m2 s, usando a fonte de
luz da LI-COR anexada na camara de medicdo. A taxa de assimilacéo liquida de CO:
(A), a condutancia estomética (gs) e a taxa de transpiracéo (E) foram mensuradas no

terco médio da folha expandida mais jovem.

2.2.4. Andlise da fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila de folhas de plantas adaptadas ao escuro foi
mensurada aos 42 DAE usando um fluorémetro portatil (modelo PAM-2500 da Walz
Heinz GmbH, Effeltrich, Alemanha). As folhas foram mantidas no escuro por pelo
menos 40 minutos, e a fluorescéncia foi induzida por um pulso de flash de saturagao
com 7000 pmol fétons m2 st. A eficiéncia quantica maxima do FSIl (Fv/Fm) foi
definida como (Fm-Fo)/Fm, onde Fm corresponde a fluorescéncia maxima e Fo a
fluorescéncia inicial. O rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSIl (Y(Il)) foi
definido como (Fm’-Fs)/Fm'. A dissipacao fotoquimica (gqP) foi definida como 1- (Fs-
Fo)/(Fm'-F') e taxa de transporte de elétrons (ETR) definida como PAR.ETR-
fator.PPS2/PPPS. Y(Il) (BAKER, 2008). As avaliagcdes foram realizadas no terco

médio da folha expandida mais jovem.

2.2.5. Anélise morfométrica de raizes

A analise morfométrica tem como principio quantificar variagdes morfolégicas,
principalmente na forma e no tamanho das estruturas medidas, possibilitando avaliar
a influéncia de diversos fatores sobre o desenvolvimento de tais estruturas. No
presente estudo a mesma foi realizada com auxilio de camera fotografica (Sony Cyber
Shot DSC-HX1, Zoom Optico 20X) e do software analisador de imagens WinRHIZO

Pro2013 (Regent Instruments, Inc., Quebec City, QC, para aferir o comprimento total
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de raizes (CR) e o volume total de raizes (VR) aos sete, 14, 21, 28, 35 e 42 DAE, na
profundidade de 0-120 cm.

2.2.6. Determinacdo da é&rea foliar e da biomassa

Adicionalmente, também foram avaliadas aos 42 DAE a area foliar (AF),
estimada com auxilio de um medidor de area foliar (modelo LI-3000 LI-COR), a massa
seca total de raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA), quantificadas ap6s secagem do
material vegetal em estufa, a temperatura de 60 °C, até atingir peso constante e,

posteriormente, realizada a pesagem.

2.2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a homocedasticidade, pelo teste de
Hartley e a normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, procedeu-se a
analise da variancia (ANOVA) e, constatando-se significancia estatistica, os
tratamentos foram comparados pelo teste de Student-Newman-Keuls ou analise de
regressao (p < 0,05). As andlises foram realizadas usando o SigmaPlot versdo 13
(Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA).

2.3. Resultados e discusséao

Quanto a analise de trocas gasosas, em plantas cultivadas em rizotrons, a taxa
de assimilagéo liquida de CO2 (A) dobrou em plantas do genoétipo N22 quando
cultivadas dentro da estrutura de plastico (TSO) em comparacdo com as plantas de
N22 em condicdo de temperatura externa (TA), enquanto ndo foram observadas
diferencas na A do genoétipo BRS Queréncia (Figura 3A).
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Figura 3 — Resposta fotossintética a temperaturas supradtimas em dois genétipos de arroz irrigado
(BRS Queréncia e Nagina 22 - N22). Taxa de assimilacdo liquida de CO2 — A (A), condutancia
estomatica — gs (B), taxa de transpiracédo — E (C) e eficiéncia quantica maxima do FSIl — Fv/Fm (D).
“TA” - plantas que cresceram em rizotrons sob condigdes de temperatura ambiente; “TSO” — plantas
gue cresceram em rizotrons dentro de estrutura de plastico. Nota: os simbolos * e "S- indicam diferenca
significativa pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05) e ndo-significativa, respectivamente, entre
os tratamentos (TA e TSO) para cada genotipo.

A fotossintese tem sido relatada como altamente sensivel ao estresse por calor,
sendo que a temperatura ideal para a assimilagéo de CO2 varia de 20 a 35 °C (HUVE
et al., 2011), com incrementos da taxa fotossintética da temperatura limiar minima até
a maxima. Embora as plantas apresentam uma amplitude consideravel na
temperatura Otima para a fotossintese, a inibicdo da mesma ocorre normalmente
quando a temperatura ultrapassa os 35 °C (BERRY; BJORKMAN, 1980; SCHRADER
et al., 2004), devido a inibicdo da atividade da Rubisco ativase e a concomitante
reducdo da atividade da Rubisco (KIM; PORTIS, 2005), ou a limitagdo no fornecimento

de NADPH e ribulose bifosfato (KUBIEN; SAGE, 2008), refletindo na perda do
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gradiente de pH nos tilacéides (ZHANG et al., 2009). O aumento da A do genotipo
tolerante ao calor em TSO, verificado no presente estudo, corrobora com estudos ja
realizados por Scafaro et al. (2010) e Scafaro et al. (2012), onde a espécie de arroz
tolerante ao calor Oryza meridionalis apresentou incremento da atividade
fotossintética quando exposta a temperatura elevada, sendo que essa atividade
estava associada a termotolerancia da mesma.

De um modo oposto, houve reducédo significativa de 27% na condutancia
estomatica (gs) (Figura 3B) e 30% na taxa de transpiracdo (E) (Figura 3C) em plantas
do BRS Queréncia mantidas em condi¢cdes de TSO quando comparadas com as
plantas do TA. Diferentemente, as plantas de N22, tolerantes a temperaturas
elevadas, ndo apresentaram alteracbes na gs e E quando expostas ao calor
excessivo. Segundo Leakey et al. (2002) e Poons e Welschen (2003), a reducao
desses parametros é dependente da temperatura e pode ser modulada por
caracteristicas genéticas de cada material.

Estudos mostraram que cultivares de arroz sensiveis ao calor extremo
diminuiram a gs em cerca de 20 a 50% quando expostos a temperaturas elevadas (40
°C), e o estresse variou de acordo com o estadio de desenvolvimento fenoldgico das
plantas, sendo que a fase reprodutiva foi a mais afetada (RESTREPO-DIAZ;
GARCES-VARON, 2013). Manter o funcionamento da gs é altamente importante para
reduzir a temperatura foliar em alguns graus abaixo da temperatura do ar atraves da
E sob condi¢bes de temperatura elevada, assim podendo influenciar na sobrevivéncia
ou morte dos tecidos (TRIBUZY, 2005).

No presente estudo, o desempenho diferencial dos dois gendétipos com relacao
a E pode estar relacionado com os resultados obtidos para a gs nos diferentes
gradientes de temperatura. A transpiracdo estomatica, que corresponde a 90% das
perdas de 4gua na planta, varia de acordo com a a¢éo de fatores internos e externos,
tais como a temperatura. Em ambientes onde a temperatura esta acima dos 30 °C, ha
uma tendéncia ao fechamento estomatico, com consequente reducdo dos niveis de
transpiracdo. Possivelmente, o0 mecanismo de termotolerancia do N22 possibilitou a
manutencdo dos niveis de transpiracao e condutancia estoméatica na condicao de TSO
e, consequentemente, maior capacidade fotossintética do gendtipo, diferentemente

das plantas do BRS Queréncia, que demostraram decréscimo na gs e E.
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As temperaturas 6timas para a A nas concentra¢cfes ambientais atuais de CO2
sdo em torno de 30 °C ou ligeiramente acima, enquanto as temperaturas 6timas para
o transporte de elétrons fotossintéticos sdo tipicamente de 5 a 15 °C maiores
(MEDLYN et al., 1999). Conforme mostrado na Figura 3D, a eficiéncia quantica
maxima do FSIlI (Fv/Fm) reduziu em plantas de N22 expostas a temperaturas elevadas
(TSO) em cerca de 6%, enquanto as plantas de BRS Queréncia ndo diminuiram o
Fv/Fm no TSO comparadas as plantas mantidas em TA.

Da mesma forma que o Fv/Fm, a taxa de transporte de elétrons (ETR) também
reduziu (29%) em plantas de N22 sob temperaturas supraétimas (TSO) em
comparacdo com as plantas em TA, enquanto as plantas de BRS Queréncia nao
mostraram diferencas entre os dois gradientes de temperatura (Figura 4A). A
dissipacéo fotoquimica (qP) (Figura 4B) e o rendimento quéntico fotoquimico efetivo
do FSII (Y(Il)) (Figura 4C) apresentaram desempenho semelhante em cada uma das
condicGes de temperatura para ambos 0s genétipos, com reducao dos valores em

ambiente com temperaturas supradtimas quando comparado a condicéo de TA.
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Figura 4 - Resposta da fluorescéncia da clorofila a temperaturas supradtimas em dois genétipos de
arrozirrigado (BRS Queréncia e Nagina 22 - N22). Taxa de transporte de elétrons — ETR (A), dissipacao
fotoquimica — P (B) e rendimento quéantico fotoquimico efetivo do FSII — Y (ll) (C). “TA” - plantas que
cresceram em rizotrons sob condi¢cdes de temperatura ambiente; “TSO” — plantas que cresceram em
rizotrons dentro de estrutura de plastico.
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Conforme demonstrado nesse estudo, a TSO incrementou a A (Figura 3A), por
outro lado, a ETR, determinada a partir da andlise da fluorescéncia da clorofila,
diminuiu (Figura 4A). Embora o transporte de elétrons prejudicado ja tenha sido
demonstrado sob condigcbes moderadas de estresse por calor, superando ligeiramente
as temperaturas 6timas (ZHANG et al., 2009), as taxas fotossintéticas geralmente se
recuperam rapidamente do estresse térmico moderado (HUVE et al., 2011).

A ETR do FSII nas folhas esta fortemente ligada a taxa de fixacdo de COz, no
entanto, parte dos elétrons do FSII sdo divididos entre a fotorrespiracdo e outros
processos (OBERHUBER et al., 1993). Assim, a descoberta de que as folhas
mostraram as taxas maximas de elétrons do fotossistema Il (FSII) no BRS Queréncia
e no N22 em condicOes de temperatura ambiente (TA) pode estar relacionada a
conducéo do fluxo de energia dos fotossistemas através da fotorrespiracdo como um
mecanismo para dissipar parte da energia produzida pelo processo fotoquimico
(YAMASAKI et al., 2002).

Em geral, a resposta da capacidade de transporte de elétrons em temperaturas
elevadas ¢ diferente entre as espécies (MEDLYN et al., 1999). Além disso, as plantas
sob estresse por calor podem ajustar o metabolismo, apresentando estratégias para
manter as estruturas dos fotossistemas, o que, por sua vez, leva a uma paralisagéo
ou reducédo na taxa de transporte de elétrons (INOUE et al., 2001). Os fotossistemas
também sdo muito sensiveis as variacdes de temperatura devido a sua posi¢ao dentro
da membrana dos tilacéides (BADRETDINOQV et al., 2002), e alguns graus acima na
temperatura podem aumentar a fluidez da membrana, levando a desorganizacédo do
aparato fotossintético (NIINEMETS et al., 1999). Neste sentido, Leakey et al. (2002)
mostraram que a temperatura foliar acima de 34 °C pode reduzir a capacidade de
transporte de elétrons, ao mesmo tempo em que conduz de forma mais eficiente a
energia (ATP e NADPH) para processos fotossintéticos ao aumentar a assimilacéo de
CO: e pode reduzir a fotorrespiragao.

Segundo Yin et al. (2010), o estresse por temperatura elevada em plantas pode
afetar diversos mecanismos, tais como o estado de ativacdo da enzima Rubisco, o
rendimento quantico maximo e efetivo do FSII, a eficiéncia real do FSIl no estado
adaptado a luz e/ou a dissipacdo ndo-fotoquimica em folhas de arroz. Tal afirmacéo
corrobora com os resultados encontrados no presente estudo, onde a reducdo dos
valores desses parametros foi observada nas plantas de ambos os genoétipos quando

expostas a temperaturas supradtimas.
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Em ambos os gendétipos, o comprimento total de raizes (CR) néo foi afetado pelo
incremento da temperatura durante o periodo de conducédo do experimento (Figuras
5A e 5B). Em relacdo ao volume total de raizes (VR), houve incremento nos dois
gendtipos quando em condi¢des de TSO, sendo esse em maior nivel para o N22, que
apresentou aumento aproximado de 70% do VR no TSO comparativamente ao TA
(Figuras 5C e 5D).
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Figura 5 — Comprimento total de raizes (CR) e volume total de raizes (VR) de dois genétipos de arroz
irrigado em resposta a temperaturas supradtimas [BRS Queréncia (A e C) e Nagina 22 - N22 (B e D)].
“TA” - plantas que cresceram em rizotrons sob condi¢Bes de temperatura ambiente; “TSO” — plantas
que cresceram em rizotrons dentro de estrutura de plastico.

A massa seca total de raizes (MSR) dobrou em condi¢ao de temperatura elevada
(TSO) em comparacao com a condicdo de temperatura ambiente (TA) no gendtipo
N22, enquanto ndo ocorreram alteracdes significativas no BRS Queréncia apesar do
pequeno decréscimo da mesma (Figura 6A). Em relacdo a massa seca total da parte
aérea (MSPA), ambos o0s genétipos mostraram incremento quando em TSO
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comparativamente ao TA, sendo esse de 51 e 57% para 0 BRS Queréncia e N22,
respectivamente (Figura 6B). Comportamento semelhante foi observado na area foliar
(AF), com incremento de 57% no BRS Queréncia e 58% no N22 quando expostos a
TSO em relagéo a TA (Figura 6C).
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Figura 6 - Massa seca total de raizes — MSR (A), massa seca total da parte aérea - MSPA (B) e area
foliar — AF (C) de dois gendtipos de arroz irrigado em resposta a temperaturas supraétimas (BRS
Queréncia e Nagina 22 - N22). “TA” - plantas que cresceram em rizotrons sob condi¢Bes de temperatura
ambiente; “TSO” — plantas que cresceram em rizotrons dentro de estrutura de plastico. Nota: os
simbolos * e ™S indicam diferenca significativa pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05) e nao-
significativa, respectivamente, entre os tratamentos (TA e TSO) para cada genétipo.
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De acordo com Arai-Sanoh et al. (2010), em ambientes onde tem-se 0 aumento
da temperatura do ar, consequentemente ocorre incremento da temperatura da agua
e da superficie do solo, fato que, no presente estudo, possivelmente tenha ocorrido
nos rizotrons dispostos dentro do abrigo.

Em estudo realizado pelos mesmos autores, o aumento da temperatura do solo
até determinado limite, aproximadamente 30 °C, ndo afetou negativamente o
desenvolvimento do sistema radicular de genaétipo de arroz sensivel ao calor extremo,
entretanto, temperaturas superiores a essa resultaram em menor crescimento das
raizes.

Conforme demonstrado pelo gendtipo sensivel BRS Queréncia, ndo houve
diferencas significativas no peso seco das raizes, embora tenha ocorrido leve
decréscimo, caracterizando que a temperatura do solo atingiu 0 maximo para manter
o crescimento de raizes sem varios danos, diferentemente do N22 que néo foi afetado
pela temperatura do solo, aumentando o crescimento radicular. Essas diferencas
podem estar relacionadas ao aumento da taxa fotossintética e a divisdo de
carboidratos entre raizes e parte aérea no N22 (XU; HUANG, 2000), enquanto houve
incremento na taxa respiratoria no BRS Queréncia (DU; TACHIBANA, 1994).

A area foliar das plantas é fortemente afetada pela temperatura, radiacao,
sombreamento, fotoperiodo, umidade do ar, disponibilidade de agua e nutrientes
minerais (TARDIEU et al., 2005; SCHURR et al., 2006). Corroborando com o presente
estudo, Hay e Wilson (1982) e McMaster et al. (2003) mostraram que o0 aumento da
temperatura préxima da zona radicular afeta o crescimento e o desenvolvimento das
folhas, além de varios processos fisioldgicos em plantas de arroz.

Em geral, a melhor resposta do N22 a temperaturas supradtimas pode estar
relacionada a uma termotolerancia desse genoétipo comparativamente ao BRS
Queréncia, que se mostrou mais sensivel aos efeitos da temperatura elevada.
Portanto, a melhor capacidade de manutencao do crescimento radicular em condi¢des
de temperaturas elevadas pode auxiliar o N22 na absor¢ao de agua e nutrientes nessa
condicdo estressante, 0 que pode permitir a continuidade do crescimento e,

consequente, produtividade das plantas.



36

2.4. Conclusodes

Temperaturas supraotimas afetam negativamente de forma mais acentuada as
respostas fotossintéticas do genétipo BRS Queréncia em relacdo ao N22.

O gendtipo N22 apresenta melhor resposta dos parametros morfométricas em
condicdo de temperatura supradtima, mantendo estabilidade no crescimento do
sistema radicular e da parte aérea.

A melhor resposta do genoétipo N22 a temperaturas elevadas € devido aos seus
tracos intrinsecos de termotolerancia, sendo que o0 mesmo surge como um material
com potencial fonte de tolerancia ao calor em programas de melhoramento vegetal

gue visam a obtencédo de novos materiais para enfrentar o aquecimento global.
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3. CAPITULO Il - ATRIBUTOS BIOQUIMICOS, FISIOLOGICOS E DE
RENDIMENTO ASSOCIADOS AS RESPOSTAS DO ARROZ
SUBMETIDO A TEMPERATURA NOTURNA ELEVADA

3.1. Introducéao

O arroz é um dos alimentos basicos mais relevantes para mais da metade da
populagdo mundial (FAN et al., 2016). A producdo do grao de arroz deve ser
incrementada em 70% até 2050 para suprir a crescente demanda por alimentos,
levando em consideracéo o crescimento populacional e o desenvolvimento econémico
(GODFRAY et al., 2010). Nesse sentido, tem-se preocupacao especial em entender o
comportamento da cultura frente as possiveis mudancas climaticas, sabendo-se que
a produtividade do arroz tem sofrido fortes oscilagbes ao longo dos anos,
ocasionadas, fundamentalmente, por eventos climaticos extremos, tais como a
ocorréncia de temperaturas infra e/ou supraétimas em periodos criticos do ciclo da
cultura.

Neste cenario, as previsfes mais pessimistas estimam um aumento médio na
temperatura entre 2 °C e 5,4 °C até 2100, e as mais otimistas preveem que este
aumento devera situar entre 1,4 °C e 3,8 °C (PINTO et al., 2008). Para o Estado do
Rio Grande do Sul (RS), maior produtor brasileiro de arroz, alguns registros e estudos
indicaram que, num periodo de 57 anos, a tendéncia de aumento da temperatura
minima variou de 0,8 °C até os valores maximos de 1,9; 1,7 e 1,9 °C, respectivamente,
para os meses de dezembro, janeiro, fevereiro e marco (MARQUES et al., 2005). De
acordo com Alward et al. (1999), grande parte do aumento da temperatura média
diaria devera acontecer devido ao incremento das temperaturas noturnas.

Cientistas do Instituto Internacional de Investigacdo do Arroz relataram um
aumento de 1,13 °C na temperatura noturna durante um periodo de 25 anos (1979-
2003) nas Filipinas (PENG et al., 2004), enquanto na Libia a mesma aumentou a uma
taxa de 0,18 °C por década ao longo do periodo 1950-1995 (JONES et al., 1999).
Ainda, embora o impacto projetado das mudancas climaticas sobre o rendimento das
culturas tenha sido amplamente publicado na Gltima década, ainda sdo inexpressivos
os estudos que destacam o papel do aumento das temperaturas noturnas na resposta
fisiologica da cultura do arroz (CHATURVEDI et al., 2017) e, consequentemente, 0s

seus impactos sobre o desempenho relacionado ao rendimento de gréos. Segundo
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relatado por Marengo e Camargo (2008), ja esta ocorrendo um aumento significativo
de temperaturas noturnas na Regido Sul do Brasil.

Nesse sentido cabe ressaltar que a antese - estadio reprodutivo R4 de acordo
com a Escala de Counce et al. (2000) - é a fase de desenvolvimento da cultura mais
sensivel ao calor excessivo, e a temperatura critica, acima da qual a esterilidade de
espiguetas comeca a aumentar, encontra-se entre 33 e 34 °C. Entretanto, uma parte
significativa dos estudos publicados foram conduzidos utilizando background genético
essencialmente da subespécie indica (mais tolerante) e por meio de experimentos em
que as temperaturas foram programadas para permanecer constante durante o
periodo diurno e noturno, o que ndo se traduz a realidade das condi¢cdes de campo,
onde as condi¢cdes ambientais sdo dinamicas. Adicionalmente, sob condicBes de
campo, ocorréncias de temperaturas diurnas elevadas estdo também associadas a
manutencdo de temperaturas noturnas supradtimas, ao menos durante as primeiras
horas ap6s o anoitecer, aumentando a taxa de respiracdo no escuro, e influenciando
sobre o acumulo de reservas. Assim, isolar o papel do estresse térmico sob condicbes
realisticas, ou seja, a campo, é tarefa complexa.

Nesse sentido, tem-se relatos que a temperatura noturna elevada diminui a
producao de culturas (arroz, trigo, milho, girassol, entre outras), reduzindo a fungao
fotossintética, o teor de acucar e amido (LOKA; OOSTERHUIS, 2010), aumentando a
taxa respiratéria (MOHAMMED; TARPLEY, 2009), suprimindo o desenvolvimento de
brotos florais (AHMED; HALL, 1993), causando esterilidade masculina e baixa
viabilidade do pdélen e acelerando a maturidade das culturas (MOHAMMED;
TARPLEY, 2009). Complementarmente, tem-se que plantas de arroz submetidas a
temperaturas elevadas durante estadio reprodutivo podem apresentar mudancas na
dindmica dos teores de sacarose, frutose, glicose e diferencas na atividade da
sacarose sintase, entre outros (LI et al., 2006).

Tem sido relatado extensivamente que, no futuro, 0 aumento da concentragao
de CO: resultara em melhor desempenho fotossintético além de incrementos na
atividade enzimatica do metabolismo de carboidratos na fonte (folhas) caso outras
variaveis limitantes ndo ocasionem impactos negativos; ou seja, isto somente poderia
ocorrer caso estas pudessem ser isoladas em sistemas produtivos, 0 que na pratica
torna-se inviavel. Mesmo assim, busca-se atualmente por gendtipos que possam
acumular uma maior quantidade de carboidratos ndo-estruturais (CNE), os quais

sejam remobilizados para os drenos (0s graos, no caso do arroz). Isso poderia resultar
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em plantas com paniculas maiores, elevar o nimero de espiguetas viaveis por
panicula, além de aumentar o peso de 1000 graos (SHIMONO et al., 2009; ZHU et al.,
2014). Por outro lado, a exemplo do que ja foi exposto anteriormente, durante a fase
reprodutiva inicial (R2) os efeitos negativos do estresse por temperaturas supradtimas
podem levar a reducéo do rendimento de graos de arroz e de seus componentes, com
incremento da taxa de esterilidade de espigas e encurtamento do periodo de
enchimento de graos.

Também tem sido evidenciada a aceleracdo da taxa de senescéncia foliar,
associada a reducgfes abruptas da taxa fotossintética, diminuindo a conversao de
sacarose em amido, podendo reduzir o rendimento e qualidade de graos (BAHUGUNA
et al., 2017; CHATURVEDI et al., 2017; YOU et al., 2017). Considerando que o amido
representa de 80 a 90% do peso final do gréo de arroz, os eventos envolvendo desde
o enchimento do gréo até o seu rendimento final estdo associados aos assimilados
fornecidos pela fotossintese atual e a capacidade de remobilizacdo de CNE do colmo
para os graos em formacao (YOSHIDA, 1981).

Da fase vegetativa até a de emborrachamento, os carbonos assimilados sao
armazenados parcial e temporariamente em colmos e folhas da planta de arroz como
CNE, os quais sao drenados de modo a suprir todos os eventos envolvendo desde a
formacdo de 6rgaos reprodutivos até o desenvolvimento de grados e sua maturacao
(MORITA; NAKANO, 2011; ZHANG et al., 2016). Para o arroz, existem estudos que
mostram que a contribuicdo do CNE do colmo para o rendimento de gréos deve atingir
28% (YOSHIDA, 1981; PAN et al., 2011). Além disso, ha indicios de que o CNE do
colmo na fase de emborrachamento completo do arroz pode aumentar a taxa de
amadurecimento dos graos em plantas submetidas ao estresse térmico, interferindo
na sua estabilidade produtiva (MORITA; NAKANO, 2011). Desta forma, diferentes
estratégias devem ser usadas pelas plantas para responder as oscilagdes ambientais,
incluindo aquelas relacionadas a rota dos fenilpropandides.

A fenilalanina aménia-liase (FAL) catalisa o primeiro passo na rota dos
fenilpropandides, levando a L-fenilalanina a sofrer desaminac¢é&o para produzir amoénia
e trans-cinamato (DIXON et al.,, 2002). Assim, a biossintese dos flavonoides,
isoflavondides, antocianinas, fitoalexinas, antocianinas e de ligninas sao dependentes
da atividade da FAL (PASCUAL et al., 2016; DEMPSEY; KLESSIG, 2017).

Estes compostos estdo envolvidos em diferentes eventos, que incluem a defesa

das plantas contra agentes patogénicos e predadores, na protecao contra irradiacao
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UV e respostas a oscilagdo de temperatura (DIXON; PAIVA, 1995; MacDONALD;
D'CUNHA, 2007). Desta forma, a deteccdo de atividade diferencial da FAL em
genotipos contrastantes a temperaturas supradtimas quando submetidos a elevada
temperatura  noturna  pode levar a novos esforcos visando o
desenvolvimento/estabelecimento da atividade da FAL como um marcador bioquimico
adequado para ser incorporado junto aos programas de melhoramento genético do
arroz, objetivando a obtencdo de ideostipos de plantas mais resilientes ao clima
projetado para o futuro. Também se tem relatos que, para neutralizar os efeitos
prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas sob estresses
abibticos, as plantas desenvolveram um sistema complexo de desintoxicacao
antioxidativa que inclui enzimas antioxidantes, dentre as quais encontra-se a
peroxidase (HARSH et al., 2016), sendo essa enzima objeto de estudo no presente
trabalho.

Embora indmeros estudos envolvendo os impactos projetados das mudancas
climaticas sobre o rendimento das culturas tenham sido amplamente divulgados na
ultima década, ainda ha lacunas subjacentes as respostas fisioldgicas do arroz
guando as plantas sdo submetidas a temperaturas noturnas elevadas. Assim, este
estudo avaliou os efeitos da temperatura noturna elevada na atividade das enzimas
FAL e peroxidase, em parametros da fluorescéncia da clorofila, no acumulo e
remobilizacdo de carboidratos ndo-estruturais e nos componentes de rendimento em
gendtipos contrastantes de arroz irrigado submetidos a dois regimes de temperatura

noturna.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Material vegetal

O experimento foi realizado na Embrapa Clima Temperado, localizada no
municipio de Pelotas/RS, entre os meses de setembro de 2016 e fevereiro de 2017.
Foram utilizados dois genotipos de arroz irrigado, o Nagina 22 (N22), conhecidamente
tolerante ao calor (JAGADISH et al., 2010), e o BRS Queréncia, sensivel ao calor,
selecionados com base em estudos prévios (dados ndo mostrados). Esses genoétipos
apresentam ciclo semelhante, mas diferencas significativas para o peso de gréos e

tamanho da panicula quando cultivados em condi¢cdes de campo.
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3.2.2. Condigdes de cultivo das plantas

Para o cultivo foram utilizados vasos plasticos previamente preenchidos com
trés kg de solo, sendo esse classificado como Planossolo Hidromorfico Eutréfico
solédico — Unidade de Mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2006). Foi realizada
semeadura de trés sementes de cada genoétipo nos vasos plasticos, sendo que apés
a germinacdo apenas duas plantas foram mantidas. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com 10 repeticbes para cada tratamento.

Inicialmente, as plantas de arroz foram mantidas dentro de uma casa de
vegetacdo (Figura 1A) desde a semeadura até o estadio de emborrachamento (R2),
de acordo com a escala de Counce et al. (2000). Posteriormente, as plantas de cada
gendtipo foram levadas para duas camaras de crescimento (Figura 1B) com o objetivo
de impor as temperaturas noturnas pré-definidas. A fim de garantir que a mesma
amostra fosse usada para analises fisiolégicas ndo destrutivas ao longo do

experimento, a folha mais nova e expandida foi marcada.
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Figura 1 - Instalacdes utilizadas para conducdo do estudo: casa de vegetagdo (A) e camara de
crescimento (B).

As camaras de crescimento foram programadas para manter a temperatura de
acordo com os gradientes pré-definidos. No tratamento com temperatura noturna
otima (controle), a camara de crescimento foi programada para manter 22,0/30,0 °C +
0,5 °C de temperaturas (noite/dia), enquanto que no tratamento com temperatura
noturna elevada (TNE), o gradiente foi de 28,0/30 °C £ 0.5 ° C (noite/dia). As camaras

foram programadas com fotoperiodo de 10 horas de escuro e 14 horas de luz & 500
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umol m? st aproximadamente. As plantas foram mantidas nas camaras de
crescimento até a fase de gréo leitoso (R5/R6), sendo posteriormente levadas
novamente para casa de vegetacao, onde permaneceram até a maturidade fisiolégica.
A umidade do solo nos vasos plasticos foi monitorada diariamente, sendo que quando
necessario, até o estadio fenolégico V4, foi realizada a irrigacéo, e apos esse periodo,
foi mantida uma lamina de agua de aproximadamente 5 cm.

Andlises enzimaticas, dos carboidratos néo-estruturais e dos parametros da
fluorescéncia da clorofila foram realizadas em plantas submetidas as condi¢cdes de
controle e TNE em dois periodos de tempo: no sétimo dia apds a imposi¢do do
estresse, com as plantas ainda no estadio de emborrachamento (R2), e quando as
plantas atingiram o estadio de gréo leitoso (R5/R6). Ao final do ciclo foram avaliados

os componentes de rendimento associados.

3.2.3. Anélise enzimética

Foram coletadas amostras de folha bandeira de trés plantas, sendo realizada a
pesagem do tecido e, imediatamente, o mesmo foi congelado em gelo seco.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas a - 30 °C até os procedimentos de
analise.

A atividade da peroxidase foi quantificada conforme descrito por Campos et al.
(2003). Resumidamente, os tecidos foliares (0,5 g) foram homogeneizados com
almofariz e pildo a 4 °C em 20 mL de tampé&o de extracdo [50 mM de tampéao de fosfato
(pH 7,0)] e 1,0 mg de polivinilpirrolidona (PVP-10). O homogeneizado foi filtrado e
depois centrifugado a 4.000 g durante 20 minutos a 4 °C e os residuos precipitados
foram descartados. Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado nas determinagdes
da atividade da peroxidase de acordo com o método descrito por Campos et al. (2003).

A atividade da FAL foi quantificada conforme metodologia descrita anteriormente
por (HYODO; YANG, 1971; HYODO et al., 1978) e modificada por Campos et al.
(2003). Resumidamente, os extratos de folhas de tecidos (0,5 g) foram
homogeneizados com almofariz e pildao em 6 mL de tampao de extracdo [50 mM de
tampao Tris-HCI (pH 8,8), 15 mM de beta-mercaptoetanol, 5 mM de EDTA, 5 mM de
acido ascorbico, 10 mM de leupeptina, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)

e 0,15% p/v de PVP. O homogeneizado foi filtrado através de quatro camadas de
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gazes e depois centrifugado a 12.000 g durante 20 minutos a 4 °C. A concentracao

de proteina nos extratos foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

3.2.4. Anélise da fluorescéncia da clorofila

Para todos os tratamentos, as medidas foram iniciadas na folha expandida mais
jovem em quatro plantas diferentes. As folhas usadas foram marcadas para permitir
gue essas andlises fossem realizadas sempre nas mesmas folhas.

O terco médio de cada folha foi inserida na camara foliar para as medicdes.
Posteriormente, as analises foram feitas usando um fluorémetro PAM-2500 (Walz
Heinz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Antes das medidas, as plantas foram adaptadas
ao escuro durante a noite dentro de cada cadmara de crescimento. A fluorescéncia
inicial (Fo) nos centros abertos do fotossistema Il (FSII) foi determinada por luz de
medigdo (menos de 30 umol m s1), enquanto que a fluorescéncia maxima (Fm) em
centros fechados ou em estado reduzido do FSlI foi avaliado apos a aplicacdo de um
pulso de 0,8 segundos de luz de saturagéo (7000 pmol m? s1).

A eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) foi definida como (Fm-Fo)/Fm. As
curvas de inducao foram feitas por pulso de luz de saturagdo aplicada a cada 20
segundos até alcancar o estado estacionario. Durante as medicdes, a luz actinica (luz
vermelha) foi ativada para quantificar o estado estacionario da fluorescéncia da
clorofila. Em plantas no estado adaptado a luz, a Fm' foi analisada através da
aplicacdo de pulso saturante, enquanto que Fo' foi avaliado desligando a luz actinica
durante 2 segundos apds o pulso de saturacdo e acendendo a luz vermelho-distante.
A dissipacao nao-fotoquimica (NPQ) foi quantificado pela razdo Fm/Fm' — 1.

O rendimento quéntico fotoquimico efetivo do FSII (Y(ll)) foi definido como (Fm’-
Fs)/Fm'. A dissipacao fotoquimica (gP) foi definida como 1- (Fs-Fo')/(Fm'-F') e taxa de
transporte de elétrons (ETR) definida como PAR.ETR-fator.PPS2/PPPS.Y(II)
(BAKER, 2008).

3.2.5. Andlise dos carboidratos néao-estruturais (CNE)
Plantas de ambos gendétipos e regimes de temperaturas foram cortadas na

porcdo basal do colmo entre 09:00 e 10:00 horas com o objetivo de quantificar os

carboidratos nao-estruturais (agucar soltvel total e amido em glicose). Cinco plantas
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de cada tratamento foram amostradas para analises bioquimicas. Estas plantas foram
separadas em folhas, colmo e paniculas e imediatamente pesadas e secas a 60 °C,
e subsequentemente armazenadas. Apos, as amostras foram trituradas (50 mesh). A
extracdo foi feita em etanol 80%, em banho-maria a 95 °C durante 10 minutos e
centrifugadas a 2.500 g por cinco minutos.

As determinacdes dos acucares soluveis totais (AST) foram realizadas utilizando
0 extrato sobrenadante e o amido foi quantificado a partir do residuo remanescente
apos a extracdo dos agucares solaveis. Os AST foram extraidos utilizando fenol-acido
e o0 amido em residuo remanescente foi seco e, posteriormente, dosado usando
hidrélise enzimatica e, subsequentemente, quantificado por meio de adi¢do da enzima
peroxidase—glicose oxidase/o-dianisidine (CHOW; LANDHAUSSER, 2004). As
determinacdes de glicose, frutose e sacarose foram realizadas por cromatografia
gasosa (STREETER; STRIMBU, 1998), sendo a derivacao realizada pela utilizagéo

de hexametildisilazano e trimetilclorosilano na razao 3:1.

3.2.6. Andlise dos componentes de rendimento

Apbs o periodo de estresse, todos os gendtipos foram levados de volta a casa
de vegetacdo onde foram mantidos até a maturidade fisiolégica. Posteriormente, os
principais componentes de rendimento foram quantificados colhendo cada planta
separadamente. Foram quantificados o nimero de graos por panicula, a porcentagem
de esterilidade de espiguetas, o peso de 10 paniculas e o peso de 1000 graos, sendo

que o peso dos graos foi ajustado para 14% de teor de umidade.

3.2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a homocedasticidade (teste de
Hartley) e a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e, quando necessério, transformados.
Posteriormente, procedeu-se a analise da variancia (ANOVA) de duas vias, com o
objetivo de quantificar os efeitos de cada fundo genético nos dois regimes de
temperatura (controle e TNE).

Quando detectado interacdo significativa procedeu-se o seu desdobramento
(gendtipos dentro de cada regime de temperatura). Subsequentemente, 0s

tratamentos foram comparados pelo teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). Para
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alguns parametros de fluorescéncia da clorofila, curvas foram construidas
considerando seus erros padrdo para cada ponto mensurado (SigmaPlot 13.0 - Systat

Software San Jose).

3.3. Resultados e discussao

Inicialmente cabe ressaltar que os valores obtidos para o tratamento controle
foram muito similares nos dois periodos de avaliagéo (sétimo dia apds a imposi¢cédo do
estresse e estadio de gréo leitoso), ndo apresentando diferencas entre eles, assim,
fez-se a opgéo por apresentar os resultados para esse tratamento de forma agrupada,
ou seja, os valores utilizados para os parametros foram com base nos dados obtidos
nas duas avaliacoes. Desse modo, a0 mesmo tempo que esse procedimento nao
alterou a analise, ele propiciou um melhor entendimento dos resultados apresentados.

Para as enzimas fenilalanina amoénia-liase (FAL) e peroxidase, destaca-se a
interacdo significativa dos regimes de temperatura x genétipos (p <0,001) no sétimo
dia ap6s a imposicdo do estresse e no estadio de grao leitoso.

O N22 apresentou atividade da FAL superior em 93% comparativamente ao BRS
Queréncia quando as plantas foram mantidas sob a condicdo controle.
Adicionalmente, seus niveis de atividades da FAL foram inalterados no sétimo dia
apos a imposicao do estresse e no estadio de grdo leitoso quando em TNE, sugerindo
a existéncia de alguns tracos constitutivos que conferem estabilidade ao N22
independente da condigdo térmica. Por outro lado, houve um incremente de 270 e
161% da atividade da FAL no BRS Queréncia nos estadios de emborrachamento (R2)
e grao leitoso (R5/R6), respectivamente (Figura 2A).

Ambos os genotipos ndo apresentaram diferencas significativas na atividade da
peroxidase na condi¢ao controle, entretanto, 0 BRS Queréncia quando submetido a
TNE mostrou incremento de 80 e 21% na atividade dessa enzima nos estadios de

emborrachamento e gréo leitoso, respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2 — Atividade da fenilalanina aménia-liase - FAL (A) e da peroxidase (B) em gendtipos de arroz
submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna. Nota: Para colunas em branco (BRS
Queréncia) e colunas em cinza cruzado (N22) seguidas pela mesma letra mailscula e a mesma letra
mindscula, respectivamente, ndo sdo significativamente diferentes ao nivel de p<0,05 pelo teste
Student-Newman-Keuls. Os simbolos ** e " significam diferenca significativa ao nivel de p< 0,01 e
nao significativa, respectivamente, para uma determinada condi¢cdo de temperatura noturna entre os
genotipos contrastantes. TNEr2 e TNERrsrs representam os efeitos da temperatura noturna elevada no
estadio de emborrachamento — R2 e no estadio de gréo leitoso — R5/R6, respectivamente.

Embora existam muitos estudos com respeito a resposta da FAL a uma
variedade de condi¢c6es ambientais, h4 uma escassez de dados para abordagens que
avaliam os efeitos da temperatura noturna elevada nas respostas fisiolégicas e/ou
bioguimicas em plantas de arroz. Os resultados sugerem que a FAL é
constitutivamente expressa pelo N22 independente do regime de temperatura e tempo
de exposicdo. Por outro lado, o gendtipo sensivel (BRS Queréncia) aumentou sua
atividade de nivel em respostas ao estresse, diminuindo subsequentemente sua
atividade no estadio de grdo leitoso, destacando uma posterior resposta de
aclimatacéo.

Diferentes estudos demonstraram que Vvarios fatores ambientais podem
desencadear a atividade da FAL, tal como fornecimento de nutrientes, condi¢cdes de
luminosidade (incluindo radiacédo UV), ataque de agentes microbianos patogénicos ou
concentragcdo atmosférica de CO:2 e oscilagdo da temperatura (KENRICK; CRANE,
1997; HUANG et al., 2010).

Neste sentido, € necessario considerar que o metabolismo secundario esta
estreitamente ligado ao metabolismo primario e é influenciado pela taxa de substrato

gue pode estar disponivel para rotas biossintéticas secundéarias. Ao assumir como
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verdadeiro tal pensamento, entdo qualquer fator ambiental que ative alguma via de
transducdo de sinal poderd conduzir a alteracbes das respostas associadas a
fotossintese. Consequentemente, o metabolismo primario afeta o metabolismo
secundério (IBRAHIM et al., 2012).

Assim, a ocorréncia de temperaturas noturnas elevadas pode ser considerada
um desses fatores e, em cenarios climaticos futuros, o aumento da temperatura global
como resultado das mudancas climaticas podera levar a alteragdes na biossintese de
metabdlitos secundarios de plantas, modificando o fluxo fonte-dreno e,
consequentemente, o acumulo e remobilizacdo de CNE para enchimento de gréos,
além de alterar a capacidade da planta em responder aos estresses bioticos e
abioticos.

De acordo com a literatura, temperaturas extremas afetam o crescimento, a
producdo e a qualidade da produgdo das plantas, sendo que os niveis de EROs
tendem a aumentar quando as mesmas estdo expostas a condicdes estressantes,
como temperaturas baixas ou altas (MITTLER et al., 2004; SCANDALIOS, 2005).

As plantas sdo dotadas de sistema efetivo para controlar a acdo deletéria
destes radicais produzidos em excesso em condi¢des de estresse, sendo possivel
observar uma expressao diferencial de algumas enzimas do metabolismo antioxidante
em varias espécies vegetais (MORO et al., 2015).

Para neutralizar os efeitos prejudiciais das EROs produzidas sob estresses
abidticos, as plantas desenvolveram um sistema complexo de desintoxicacao
antioxidativa que inclui enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, catalase,
guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase, peroxidase e glutationa redutase, e
antioxidantes ndo enzimaticos (HARSH et al., 2016).

Justificando o0s resultados encontrados nas avaliacbes onde ocorreu
incremento da atividade da peroxidase principalmente para o BRS Queréncia, tem-se
gue sua atividade em Acacia retinodes, Biota orientalis e Casuarina equisetifolia
aumentou devido a exposicdo a temperaturas elevadas (RACHED-KANOUNI;
ALATOU, 2013). Em trabalho com mudas de Brassica spp. constatou-se que a
atividade dessa enzima foi incrementada em quatro genétipos quando estes estavam
em condicdo de estresse por temperatura elevada (KAUR et al., 2009), assim como
na cultura do trigo, que também apresentou aumento da atividade em plantas
expostas ao calor excessivo (ALMESELMANI et al., 2006).
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Quanto as andlises de fluorescéncia da clorofila, as mesmas foram realizadas
com intuito de avaliar o desempenho da fotossintese, fornecendo informacdes sobre
o estado funcional das membranas de tilacoides nos cloroplastos das plantas em
resposta ao estresse em questdo. Ambos os gendtipos foram semelhantes para
alguns parametros induzidos em curvas rapidas, como o rendimento quéantico
fotoquimico efetivo do FSII (Y(Il)) (Figura 3) e dissipacao fotoquimica (qP) (Figura 4),
gue estimam a proporcao de elétrons que sao usados na fase fotoquimica do FSll e a
fracao aberta do FSIl em relacéo a fracdo total deste fotossistema, respectivamente,
independentemente do regime de temperatura e do periodo de avaliagbes. Cabe
salientar que nos dois gendétipos houve um pequeno decréscimo dos valores desses

parametros durante o periodo avaliado.
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Figura 3 - Rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSII (Y (1)) na condi¢do controle (A), aos sete
dias ap6s imposigéo do estresse no estadio de emborrachamento — R2 (B) e no estadio de gréo leitoso
— R5/R6 (C) em gendtipos de arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna.

Segundo Yin et al. (2010), o estresse por temperatura supradtimas em plantas
pode afetar diversos mecanismos, tais como o estado de ativagéo da enzima Rubisco,
o rendimento quantico maximo efetivo do FSII, a eficiéncia real do FSIl no estado

adaptado a luz e/ou a dissipacdo ndo-fotoquimica em folhas de arroz. Tal afirmacéao
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corrobora com o0s resultados encontrados no presente estudo, onde uma pequena
reducdo dos valores desses parametros foi observada nas plantas de ambos os
genotipos quando expostas a temperaturas elevadas, sendo essa reducdo mais
acentuada no gendtipo sensivel ao calor.

Willits e Peet (2001) estudando o desempenho da fluorescéncia da clorofila de
plantas de tomate expostas a diferentes temperaturas observaram que o aumento da
temperatura foliar foi correlacionado com a reducdo do rendimento quantico
fotoquimico efetivo do FSilI, e essa tem sido relacionada ao declinio no funcionamento
das reagOes fotoquimicas primarias, envolvendo principalmente a inibicdo do FSII,
localizada no sistema de membrana de tilacoides (BERRY; BJORKMAN, 1980; WEIS;
BERRY, 1988).
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Figura 4 - Dissipacao fotoquimica (qP) na condicao controle (A), aos sete dias apés imposicdo do
estresse no estadio de emborrachamento — R2 (B) e no estadio de grdo leitoso — R5/R6 (C) em
gendtipos de arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna.

A dissipacéao fotoquimica, que se refere a utilizacdo da energia luminosa para os
processos fotoquimicos da fotossintese, tem sua atividade estritamente relacionada
as condicdes ambientes que plantas estdo expostas. A ocorréncia de estresses

abiéticos nas mesmas pode ocasionar diversos efeitos sobre o mecanismo



50

fotossintético dessas e, dentre esses tem-se a reducao da atividade fotoquimica, com
consequente declinio de alguns parametros fotoquimicos, tais como a taxa de
transporte de elétrons, a dissipacdo fotoquimica e a fracdo de energia absorvida
utilizada no processo fotoquimico (SAUSEN, 2007).

As plantas expostas a condicdo de temperatura elevada nesse estudo
apresentaram reducao do gP, e essa pode ter ocorrido devido alguns fatores, tais
como o fechamento estomatico (TEZARA et al., 2005), ou entdo pelo aumento da
dissipacdo ndo fotoquimica de energia (KRIEGER; WEIS, 1993) - comportamento
esse verificado no presente estudo.

Nesse sentido, em pesquisa realizada por Lu e Zhang (2000), avaliando o efeito
do calor excessivo em plantas de trigo, verificou-se que o incremento da temperatura
de 25 para 30 °C néo alterou os valores da gP, entretanto, a partir dos 30 °C houve
uma reducéo gradual desses valores conforme se tinha o aumento da temperatura. O
incremento da temperatura de 20 até 30 °C exerceu pouca interferéncia na gP de
plantas de Pisum sativum L., Chenopodium album L., Zea mays L. e Amaranthus
retroflexus L., porém, temperaturas superiores aos 30 °C ocasionaram reducao
desses valores de forma significativa (HAMILTON et al., 2008).

Na condicéo controle, o N22 mostrou uma maior taxa de transporte de elétrons
(ETR), aproximadamente 21,5% (Figura 5), e uma menor dissipacdo nao-fotoquimica
(NPQ), aproximadamente 40% (Figura 6), em relacdo a condicdo de TNE no estadio
de grao leitoso. Comportamento semelhante foi observado para o genoétipo BRS
Queréncia. Ambos os gendtipos apresentaram desempenho semelhante para esses

dois parametros no estadio de gréo leitoso na condi¢do de TNE.



51

300 —e— BRS Queréncia
2

(A) R

ETR (umol m? s-1)

ETR (umol m?s™)

ETR (umol m? s")

A O 3 S U g A A
Tempo (segundos)

Figura 5 - Taxa de transporte de elétrons (ETR) na condicdo controle (A), aos sete dias ap6s imposi¢ao
do estresse no estadio de emborrachamento — R2 (B) e no estadio de gréo leitoso — R5/R6 (C) em
genotipos de arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna.

Quando em estresse térmico, as células de plantas criam mecanismos para se
adaptar a tal condicédo, apresentando estratégias de manutencdo das estruturas dos
fotossistemas, entretanto, estas estratégias podem nao significar a continuacdo do
transporte de elétrons, e sim a economia de ter que reestruturar a maquinaria
fotoquimica (INOUE et al., 2001).

Ressalta-se que a temperatura pode afetar a fotossintese, modulando a taxa de
atividade das enzimas que participam do processo fotossintético e da cadeia
transportadora de elétrons (SAGE; KUBIEN, 2007). O transporte de elétrons
fotossintéticos da dgua para NADP+ é conduzido pelo FSII e pelo FSI, sendo que o
FSII é altamente sensivel a temperaturas elevadas, e lesdes induzidas pelo calor
certamente podem inibir o transporte de elétrons fotossintéticos (WAHID et al., 2007,
ALLAKHVERDIEV et al., 2008). Adicionalmente, a resposta da capacidade de
transporte de elétrons a elevacdo da temperatura pode variar muito entre 0s
ambientes em que a folha se desenvolve, grupos funcionais e espécies vegetais
(MEDLYN et al., 1999).
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Corroborando com os resultados do presente estudo, em trabalho realizado por
Poli et al. (2013) foram avaliados trés gendtipos de arroz - dois tolerantes e um
sensivel a altas temperaturas — em duas condicbes de temperatura (ambiente e
estresse por calor), e houve redugédo da ETR para os trés genotipos quando expostos
a temperatura elevada. Nesse sentido, em estudo realizado por Yamasaki et al.
(2002), plantas de trigo foram cultivadas em trés condi¢cdes de temperatura (15; 25 e
35 °C), sendo que a maxima ETR foi observada a 25 °C. De acordo com Leakey et al.
(2003), temperaturas foliares elevadas podem causar diminuicdo da capacidade de
transporte de elétrons, gerando menores quantidades de energia para 0S processos

de fixacdo de CO: e regeneracdo da Ribulose 1,5 bisfosfato.
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Figura 6 — Dissipacéo nao-fotoquimica (NPQ) na condi¢éo controle (A), aos sete dias apds imposi¢ao
do estresse no estadio de emborrachamento — R2 (B) e no estadio de gréo leitoso — R5/R6 (C) em
genotipos de arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna.

A fim de reduzir os danos da fotoinibicdo, as plantas desenvolveram varios
mecanismos de protecao, incluindo a dissipagédo ndo-fotoquimica. Quando a energia
absorvida exceder o requisito da atividade fotoquimica, esse mecanismo de

dissipacdo de calor é desencadeado, convertendo essa energia de excitacdo em
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energia térmica (calor), que pode entéo ser liberada (KASAJIMA et al., 2011) e assim
evitar a formacdo de EROs (EBERHARD et al., 2008). De forma sucinta, a NPQ refere-
se ao nivel de fluorescéncia maxima no qual a eficiéncia fotoquimica esta no maximo
e a dissipacgao térmica estd no minimo (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Vegetais mutantes que nao possuem a capacidade de induzir a dissipa¢ao nao-
fotoquimica sao mais sensiveis a fotoinibicdo (ALLORENT et al., 2013) e apresentam
menor resisténcia a estresses ambientais, dentre esses o calor (TANG et al., 2007).

Nesse sentido, corroborando com os resultados verificados no presente estudo,
Yin et al. (2010) visualizaram incremento significativo da NPQ em plantas de arroz
guando essas foram expostas a temperaturas elevadas. Em trabalho realizado por
Willits e Peet (2001), plantas de Citrus medica foram expostas a diferentes gradientes
de temperatura, sendo observado aumento gradual da NPQ conforme maior a
temperatura do ambiente a qual as plantas estavam submetidas.

Para os acucares sollveis totais (AST) no sétimo dia apés a imposicdo do
estresse e no estadio de grao leitoso, e para a concentracdo de amido em glicose no
estadio de gréo leitoso houve interacdo significativa entre regimes de temperatura e
gendtipos (p < 0,001) (Figura 7). Enquanto o N22 mostrou valores de AST mais altos
na condicdo controle e no estadio de gréo leitoso quando exposto a TNE, houve
tendéncia de reducdo dos AST em regime de TNE para o BRS Queréncia (Figura 7A).
Além de sua maior capacidade para manter um nivel de AST mais alto na condicao
controle, o N22 também mostrou maior capacidade de recuperacdo para os valores
no estadio de grao leitoso.

O gendtipo BRS Queréncia mostrou os maiores valores de amido em glicose
independentemente da temperatura imposta, sendo 563% maior para 0 BRS
Queréncia quando comparado ao N22 aos sete dias apds imposicdo do estresse
(Figura 7B). No entanto, apesar dos valores da concentragdo de amido em glicose
mostrados pelo N22 serem sempre inferiores aos do BRS Queréncia até os sete dias
apos a imposicdo do estresse, 0 mesmo apresentou tendéncia a uma pequena

recuperacao no estadio de gréo leitoso.
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Figura 7 — AcUcares sollveis totais - AST (A) e concentracdo de amido em glicose (B) em gendtipos de
arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura noturna. Nota: Para colunas em branco (BRS
Queréncia) e colunas em cinza cruzado (N22) seguidas pela mesma letra mailscula e a mesma letra
mindscula, respectivamente, ndo sdo significativamente diferentes ao nivel de p<0,05 pelo teste
Student-Newman-Keuls. Os simbolos ** e " significam diferenca significativa ao nivel de p< 0,01 e
nao significativa, respectivamente, para uma determinada condi¢cdo de temperatura noturna entre os
gendtipos contrastantes. TNEr2 e TNERrsrs representam os efeitos da temperatura noturna elevada no
estadio de emborrachamento — R2 e no estadio de gréo leitoso — R5/R6, respectivamente.

VariagcGes nos fatores ambientais, como a luz, a agua ou a temperatura, podem
levar a uma diminuicdo significativa da eficiéncia da fotossintese nos tecidos de
origem e, assim, reduzir o suprimento de acucares sollUveis para os tecidos dreno.
Sob condi¢des de privacdo de acgucar, mudancas fisiologicas e bioquimicas ocorrem
para sustentar a respiracao e outros processos metabdlicos (ROSA et al., 2009).

O acucar desempenha papel central nas vias biossintéticas de metabdlitos
primarios e secundarios, como blocos de constru¢cdo de macromoléculas, no controle
de processos de desenvolvimento (PRICE et al., 2004) e no mecanismo de defesa
das plantas (GUPTA; KAUR, 2005), existindo uma grande quantidade de genes que
induzem a producdo desses acucares, que, por sua vez, atuam como uma rede
regulatéria complexa ou de transducdo de sinal relacionadas aos estresses
ambientais (GIBSON, 2000; PRICE et al., 2004). Cabe ressaltar que as mudancas no
teor de acucares ndo seguem um padréo e podem variar de acordo com os genétipos
e os fatores estressantes (MORSY et al., 2007), assim, tal afirmacédo pode justificar o

comportamento distinto entre os gendétipos avaliados no presente estudo.
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Corroborando com os resultados obtidos, onde o genétipo sensivel ao calor BRS
Queréncia teve reducdo da concentracdo de acgUcares totais quando exposto a
temperatura elevada, tem-se que cinco genotipos de Vigna aconitifolia apresentaram
reducdo do teor de acuUcar apOs as plantas serem expostas a condicbes com
temperatura elevada (HARSH et al., 2016). Adicionalmente, plantas de Phaseolus
vulgaris também apresentaram reducdo do teor de agulcar apds estresse osmotico
leve e moderado (SASSI-AYDI et al., 2014) e o conteudo de acucares sollveis em
folhas de Populus deltoides reduziu significativamente com o aumento da temperatura
noturna (TURNBULL et al., 2002). Essa diminuicdo do teor de aguUcar pode ser a
consequéncia da reducdo induzida pelo estresse osmoético na fotossintese e a
subsequente falta de fotoassimilados nas partes aéreas (HUSSIN, et al., 2013).

Cabe ressaltar que efeitos diferenciais da relacéo fonte-dreno no metabolismo
das plantas s&do induzidos por fatores ambientais desfavoraveis, levando a uma
expressao diferencial de varias proteinas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, tais como enzimas relacionadas a biossintese de amido (ADP - glicose
pirofosforilase) e metabolismo de sacarose (sacarose sintase, sacarose fosfato
sintase e invertases) (ROSA et al., 2009).

No presente estudo, quanto a concentragdo de amido em glicose, verificou-se
comportamento inversamente proporcional ao teor de acucares totais e, nesse sentido
tem-se que as plantas em resposta ao choque térmico agudo acabam degradando o
amido no momento em que seria esperada a sua biossintese, resultando no acumulo
de maltose, o principal catabdlito de amido, e de outros acglUcares derivados
(SITNICKA; ORZECHOWSKI, 2014).

Reordenamentos semelhantes no metabolismo do amido foram observados em
plantas expostas a curtos periodos de estresse oxidativo ou osmético (VALERIO et
al.,, 2011; ZANELLA et al., 2016). Dessa forma, esses aclUcares podem auxiliar na
estabilizacdo de proteinas e estruturas celulares, particularmente quando o estresse
se torna severo ou persiste por periodos mais longos (HOEKSTRA et al., 2001) e na
eliminacdo de radicais livres, protegendo as células contra o excesso de EROs
(THALMANN et al., 2016). Também deve-se destacar que 0s agucares sollveis e 0
amido desempenham papel primordial no desenvolvimento do pdlen em plantas,
sendo que alteragGes nos teores dos mesmos podem ocasionar efeitos sobre a
fertilidade e, consequentemente, na producéao final (STORME; GEELEN, 2014).
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Os resultados para os niveis de glicose e sacarose foram similares, com o N22
apresentando os maiores valores na condi¢cdo controle e no estadio de grao leitoso
guando exposto a TNE, comparativamente ao BRS Queréncia e, apesar de mostrar
tendéncia em reduzir os niveis aos sete dias apds imposi¢ao do estresse, apresentou
maior capacidade de recuperacdo ao final do periodo de estresse. J& para o0 BRS
Queréncia os maiores valores foram visualizados no sétimo dia apds imposicédo do

estresse (Figura 8A e 8B).
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Figura 8 - Niveis de glicose (A), sacarose (B) e frutose (C) em genétipos de arroz submetidos a
diferentes regimes de temperatura noturna. Nota: Para colunas em branco (BRS Queréncia) e colunas
em cinza cruzado (N22) seguidas pela mesma letra mailscula e a mesma letra mindscula,
respectivamente, ndo séo significativamente diferentes ao nivel de p<0,05 pelo teste Student-Newman-
Keuls. Os simbolos ** e " significam diferenca significativa ao nivel de p< 0,01 e nao significativa,
respectivamente, para uma determinada condicdo de temperatura noturna entre 0s genotipos
contrastantes. TNEr2 e TNERrsrs representam os efeitos da temperatura noturna elevada no estadio de
emborrachamento — R2 e no estadio de grao leitoso — R5/R6, respectivamente.
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Para a frutose, o0s maiores valores foram visualizados no N22
independentemente da temperatura noturna e estadio fenolégico. Enquanto nao foi
verificada alteracdo significativa nos niveis de frutose para o BRS Queréncia, o N22
apresentou reducédo do valor em TNE no estédio de gréo leitoso (Figura 8C).

A literatura traz que alguns acUcares soluveis desempenham papéis
semelhantes em eventos associados ao metabolismo de plantas estressadas (GILL et
al., 2001; ALMODARES et al., 2008), sendo que a sacarose e a glicose atuam como
substratos para a respiracao celular ou como osmdlitos para manter a homeostase
celular (GUPTA et al., 2005), enquanto a frutose néo € relacionada a osmoprotecao e
parece estar vinculada a sintese de metabolitos secundéarios (ROSA et al., 2009).

De modo geral, pode-se visualizar que para o0 N22 ocorreu incremento dos niveis
da frutose, glicose e sacarose quando na avaliacdo do TNE no estadio R5/R6
comparativamente ao estadio R2 do TNE, sugerindo que tal comportamento seja
resultante de mecanismos de defesa desse genétipo ao estresse por temperaturas
elevadas. Diferentemente do observado para o N22, o genotipo BRS Queréncia,
sensivel ao calor, apresentou reducdo dos teores desses agucares ao final do periodo
avaliado, demonstrando uma menor ativagdo de mecanismos de defesa e capacidade
de aclimatacgdo e, nesse sentido, cabe ressaltar que as mudancas no teor de agucares
ndo seguem um padrdo e podem variar de acordo com 0s genoétipos e os fatores
estressantes (MORSY et al., 2007).

Além disso, é necessario considerar que sacarose sintase € a principal enzima
envolvida na clivagem de sacarose em gréaos de arroz, em razao de sua importancia
neste caso, esta é considerada como um importante marcador bioquimico da atividade
de dreno (KATO, 1995; LIANG et al., 2001; ZHANG et al., 2014; YOU et al., 2016). De
outro modo, a ADP-glicose pirofosforilase (AGPase) também foi considerada como
uma enzima chave que participa na sintese de amido, e sua atividade est4 associada
a taxa e quantidade de sintese de amido (AHMADI; BAKER, 2001; YANG et al., 2004;
YANG et al., 2017). A AGPase no estéagio inicial do enchimento de gréo foi diminuida
como resultado de temperaturas supraétimas (AHMED et al., 2015) e, sob outro
estresse abiotico, como o déficit de agua, as enzimas sacarose sintase e AGPase
tiveram seus niveis de atividades influenciados. Os resultados sugerem que a maior
capacidade do N22 em manter niveis mais elevados de agucar soluvel (frutose,
glicose e sacarose) no estadio de gréo leitoso pode ter contribuido para a sua maior

estabilidade nos componentes de rendimento durante a imposigéo de TNE.
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Em relac&o ao peso de 10 paniculas, foi visualizada diferenga entre os materiais
nas duas condicbes de temperatura noturna, onde no tratamento controle o BRS
Queréncia apresentou valor de 33,2 g e 0 N22 de 28,9 g, enquanto no tratamento
estresse esses foram de 31,9 e 28,2 g, respectivamente para cada um dos gendtipos
(Figura 9A). Na comparacdo das temperaturas noturnas para cada genétipo, ndo
foram observadas diferencas. Cabe ressaltar que a diferenca observada no peso de
10 paniculas, onde o BRS Queréncia apresentou maiores valores comparativamente
ao N22 em ambas as condi¢cdes de temperatura noturna, pode estar relacionado ao
potencial produtivo de cada genatipo, e ndo necessariamente somente aos efeitos das

temperaturas.
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Figura 9 - Peso de 10 paniculas (A), nUmero de graos por panicula (B), esterilidade de espigueta (C) e
peso de 1000 gréos (D) em gendtipos de arroz submetidos a diferentes regimes de temperatura
noturna. Nota: Para colunas em branco (BRS Queréncia) e colunas em cinza cruzado (N22) seguidas
pela mesma letra maidscula e a mesma letra mindscula, respectivamente, ndo sao significativamente
diferentes ao nivel de p<0,05 pelo teste Student-Newman-Keuls. Os simbolos *, ** e ™S significam
diferenca significativa ao nivel de p<0,05; p< 0,01 e ndo significativa, respectivamente, para uma
determinada condicdo de temperatura noturna entre 0s genotipos contrastantes. TNE significa
temperatura noturna elevada.
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Na avaliacdo do numero de grdos por paniculas constatou-se diferenca
significativa entre os genotipos apenas quando expostos a TNE, onde o BRS
Queréncia foi superior, com 169 graos/panicula, enquanto o valor para o N22 foi 16%
menor, com 141 grdos/panicula (Figura 9B). Nao foi constatada diferenca significativa
entre as duas condi¢cdes de temperatura para o BRS Queréncia, entretanto, o N22
apresentou maior numero de grados por panicula quando em temperatura noturna de
22 °C, com 158 graos, valor esse aproximadamente 11% superior ao visualizado em
temperatura de 28 °C.

Nesse sentido, tem-se que os dois principais componentes de produgéo sao o
namero de graos e o peso individual de grado, sendo que ambos sdo sensiveis a altas
temperaturas, e dependentes principalmente da funcionalidade dos gametas
masculinos (polen) e femininos (6vulos). Em condi¢cdes ambientais adversas, tal como
temperatura muito elevada durante o desenvolvimento floral e a antese, podem
influenciar negativamente a viabilidade e a funcionalidade dos gametas, levando a
diminuicdo da fertilidade da floracdo e, consequentemente, no conjunto de graos
(PRASAD et al., 2015).

Adicionalmente, tem-se que o rendimento de graos é significativamente reduzido
guando a temperatura do ar excede o valor critico para o crescimento do arroz,
especialmente durante os estadios de crescimento altamente suscetiveis (WU et al.,
2016), sendo que durante a fase reprodutiva precoce das plantas de arroz
determinam-se algumas caracteristicas, tais como o numero de espiguetas por
panicula e o tamanho do grdo, que estdo associados ao crescimento e ao
desenvolvimento de ramos e flores (MU et al., 2005; LI et al., 2015).

Para a esterilidade de espigueta, observou-se desempenho distinto entre os
gendtipos apenas em temperatura noturna de 22 °C (Figura 9C). Nessa condicao, o
N22 apresentou esterilidade de espigueta aproximada de 28%, diferindo dos 16%
obtidos para o BRS Queréncia, demostrando assim a existéncia de uma alta
esterilidade inata do gendtipo N22 mesmo em condicdo de temperatura considerada
otima.

Nao foi observada diferenca entre os genétipos quando expostos a TNE. Quando
avaliado o desempenho de cada gendétipo nas duas condigfes, verificou-se para o
BRS Queréncia uma maior taxa de esterilidade de espiguetas no tratamento estresse,
com 24%, diferindo do tratamento controle que apresentou 16%, demonstrando assim

a sensibilidade do material a temperatura elevada. N&o foi visualizado diferenca entre
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as temperaturas noturnas para o N22, o que justifica 0 mesmo ser classificado como
material tolerante a temperaturas elevadas.

Temperaturas elevadas induzem a deiscéncia anormal de antera, levando a
reducéo no numero de poélens germinados no estigma, ocasionando esterilidade de
espigueta (POLI et al.,, 2013). Nesse sentido, a viabilidade do pdélen é uma
caracteristica importante, pois € influenciada diretamente por altas temperaturas
anteriormente e apos a deiscéncia de anteras, sendo que menos de uma hora de
exposi¢do a temperatura acima da 6tima é suficiente para induzir a esterilidade do
pélen (MATSUI et al., 1997; JAGADISH et al., 2007).

Quanto ao N22, considerado tolerante ao calor, tem-se que essa tolerancia
possa ser devido ao acumulo de proteinas de choque térmico ao frio e ao calor que
respondem ao estresse nas anteras (JAGADISH et al., 2010), fazendo com que
temperaturas extremas ndo exergam tanto efeito sobre 0 mesmo.

Os resultados obtidos no presente estudo, com temperaturas elevadas
exercendo menor influéncia sobre a esterilidade de espigueta do N22
comparativamente ao genotipo sensivel ao calor — BRS Queréncia, corroboram com
o trabalho de Rang et al. (2011), onde acessos de N22 mostraram significativamente
maior fertilidade de espiguetas sob alta temperatura quando comparada ao genétipo
Moroberekan, sendo esse caracterizado como sensivel ao calor. Em trabalho
realizado por Mohammed e Tarpley (2011), o incremento da temperatura noturna de
27 para 32 °C reduziu a fertilidade de espiguetas de plantas de arroz sensiveis ao
calor em até 70%.

Para o peso de 1000 graos, diferencas significativas entre os genaétipos foram
visualizadas nos dois tratamentos, sendo que no controle o BRS Queréncia
apresentou 21,8 gramas e o N22 de 16,4 gramas, enquanto em TNE os valores
obtidos foram de 19,1 e 17,4 gramas, respectivamente (Figura 9D). Quando avaliado
o desempenho do BRS Queréncia nas duas condi¢cdes de temperatura, verificou-se
maior peso de 1000 grdos no tratamento controle, diferindo do tratamento estresse,
gue comparativamente apresentou reducéo de 2,7 gramas.

A elevacao da temperatura noturna para 28 °C ocasionou incremento no peso
de 1000 graos do N22, ocorrendo ganho de 1 grama quando comparado ao tratamento
controle, demostrando a capacidade de termotolerancia do mesmo. Os resultados
demonstraram maior peso de 1000 gréos do BRS Queréncia em ambas as situacoes,

entretanto, deve-se considerar o potencial produtivo de cada gendtipo e,
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principalmente, que para o N22 ndo houve reducdo dos valores quando expostos a
temperatura elevada.

Justificando os resultados encontrados para o BRS Queréncia, tem-se que
temperaturas noturnas elevadas podem diminuir os rendimentos das culturas devido
a reducdo da duragdo do crescimento da cultura, acarretando na supressdo do
desenvolvimento dos brotos florais e numa menor producéo e viabilidade do pélen
(PRASAD et al., 2006; MOHAMMED; TARPLEY, 2009).

A producéo final, que é a manifestacdo de todos os processos fisiolégicos
envolvidos no ciclo produtivo das culturas, diminui devido as temperaturas noturnas
elevadas e isso se deve ao aumento da respiracdo e a diminuicdo da fotossintese e
da estabilidade de membranas (MOHAMMED; TARPLEY, 2011).

Como ja mencionado anteriormente, o rendimento de grdos do arroz esta
intimamente ligado a fertilidade das espiguetas e, havendo uma reducéo dessa, nesse
caso devido as temperaturas elevadas na floracdo, ocorrer4 consequentemente o
decréscimo do peso de grdos da cultura (PRASAD et al.,, 2006; MOHAMMED,;
TARPLEY, 2011). Tal comportamento foi verificado no presente estudo, onde quanto
maior a esterilidade de espigueta em ambos os gendétipos, menor foi o peso de 1000
graos. Nesse sentido, a literatura traz relatos que temperaturas supradtimas causaram
reducdo no rendimento de arroz em paises de diferentes regides tropicais e
subtropicais do mundo (BRITO et al., 2016).

3.4. Conclusodes

A temperatura noturna elevada incrementa a atividade das enzimas fenilalanina
amonia-liase e peroxidase do gendtipo sensivel BRS Queréncia, diferentemente do
genotipo tolerante N22.

Parametros da fluorescéncia da clorofila sdo alterados de maneira similar em
genotipos contrastantes de arroz quando submetidos a temperatura noturna elevada,
ocorrendo reducéo dos valores.

A temperatura noturna elevada imposta desde o estadio de emborrachamento
até o de gréo leitoso ocasiona mudancas nos atributos relacionados com o fluxo fonte-
dreno no gendtipo sensivel BRS Queréncia, conduzindo a mudangas na natureza de
acumulacédo e remobilizacdo de carboidratos ndo-estruturais para o enchimento de

graos.
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A maior capacidade de translocacéo mostrada pelo N22 pode contribuir para a

menor taxa de esterilidade e maior estabilidade nos componentes de rendimento.
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4. CAPITULO IIl - FENOTIPAGEM NAO-INVASIVA: UMA FERRAMENTA PARA
CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E MORFOMETRICA DE
GENOTIPOS DE ARROZ SUBMETIDOS A TEMPERATURAS
INFRAOTIMAS

4.1. Introducao

As mudancas climéticas projetadas para o futuro poderdo aumentar os efeitos
negativos de estresses bidticos e abidticos sobre as culturas, comprometendo assim
a produtividade agricola em escala global (BRITO et al., 2010; BRITO et al., 2011;
DIOLA et al. 2011, DIOLA et al., 2013; WEBER et al., 2014; BRITO et al., 2016;
GUIMARAES et al., 2017). Associado a isso, a frequéncia cada vez maior de
ocorréncia destes provavelmente influenciara na distribuicdo de espécies de plantas,
na produtividade, equilibrio de carbono e impactando negativamente na capacidade
de resiliéncia fisioldgica das plantas em um ambiente especifico.

Para o estabelecimento uniforme da cultura do arroz, a qual envolve a
germinacao/emergéncia e o desenvolvimento inicial de plantulas, esta espécie requer
temperaturas situadas entre 20 e 35 °C (YOSHIDA, 1981). O estresse por
temperaturas infradtimas ocorre quando a temperatura reduz abaixo de um limiar de
17 °C, resultando em ma germinacdo, diminuicdo no acumulo de biomassa das
plantulas, além de um retardo no crescimento inicial das plantas e, consequentemente
podendo resultar em decréscimos dos componentes de produc¢éo e da produtividade
(SHAKIBA et al., 2017). Adicionalmente, também podem ser observadas alteracdes
em niveis moleculares, bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas (SANGHERA et al.,
2011).

No Brasil, tal comportamento tem sido visualizado principalmente em lavouras
no Estado do RS, onde os produtores tém realizado a semeadura antecipada da
cultura visando coincidir a fase reprodutiva com o periodo de maior radiacdo solar,
entretanto, expondo assim as plantas as temperaturas infradétimas durante o seu
estabelecimento. Neste sentido, semeaduras realizadas a partir do més de setembro,
para algumas regides produtoras, podem expor desde a semente até as plantas em
seus estadios iniciais ao estresse em questdo. Os dados meteoroldgicos dos anos
1971-2000 (http://agromet.cpact.embrapa.br/estacao/mensal.html) evidenciam ainda

um aumento nas oscilagdes de temperatura durante o desenvolvimento da cultura do
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arroz, com ondas de calor e frio se tornando cada vez mais recorrentes nas ultimas
décadas, especialmente durante setembro e meados de outubro, quando as plantas
de arroz ainda estéo no estadio inicial de desenvolvimento.

Embora diferentes estudos tenham demonstrado os efeitos de temperaturas
infraétimas no desempenho fisiolégico do arroz, a maioria destes estudos foi realizada
sob temperatura Unica e estatica para os periodos do dia e da noite, o que reduz a
consisténcia dos resultados quando comparado com a dinamica ambiental de
alteracdo da temperatura no campo. Por outro lado, os estudos realizados em
condi¢des de campo ainda envolvem procedimentos onerosos, além da possibilidade
da ocorréncia de erros ou efeitos resultantes da variabilidade na composicao quimica,
propriedades fisicas e praticas de manejo do solo (ARAUS et al., 2014).

Assim, com o objetivo de aumentar a consisténcia dos dados gerados, torna-
se importante a utilizacdo de plataformas de fenotipagem fisiolégica, permitindo
simular o gradiente de temperatura durante os periodos noturnos e diurnos, além do
controle da umidade, quantidade de dioxido de carbono, niveis de etileno, intensidade
e qualidade luminosa. Outros dispositivos, tais como fluorémetro de imagem, camera
infravermelha, scanners de raizes e analisador de gas no infravermelho também
integram esta plataforma de fenotipagem.

Nesse sentido, sem alternativas plausiveis para exercer o controle sobre as
condicbes meteoroldgicas, e com ocorréncia cada vez mais frequente de
temperaturas infradtimas durante o cultivo do arroz, € necessario encontrar formas de
escape para que nao haja perda de produtividade devido a tal estresse. Desse modo,
a exploracdo da variabilidade do banco de germoplasma do arroz surge como uma
alternativa viavél, avaliando a tolerancia de acessos das subespécies indica e japonica
a temperaturas infradtimas (RENAWAKE et al., 2014).

O grupo indica abrange os materiais provenientes da india, China e Indonésia,
enquanto os japonica sao provenientes do Japao e Coréia do Sul (TAKAHASHI,
1984). Essa classificacdo foi feita inicialmente com base em caracteristicas
morfologicas que distinguem as duas subespécies, porém com o passar do tempo,
caracteristicas fisioldgicas que mostravam variagcdo descontinua entre 0s grupos
passaram a ser incluidas, dentre estas, destacando-se aquelas relacionadas a
tolerancia ao frio. Assim, tem sido relatada maior tolerancia dos genétipos do tipo
japonica enquanto maior sensibilidade dentro do grupo indica (TAKAHASHI, 1984).

No entanto, incremento do uso de acessos de japonica junto aos programas de
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melhoramento tem ocorrido introgresséao significativa de alelos valiosos, que precisam
ser identificados, dissecados e usados para acelerar os processos de melhoramento
com o objetivo de desenvolver cultivares com tolerancia melhorada a temperaturas
infradtimas.

Sabendo-se que a maioria das cultivares semeadas no RS nao raramente sao
expostas a temperaturas infradtimas durante a fase inicial de estabelecimento da
cultura, é fundamental que esforcos sejam dispensados a identificacéo, dissecacéo e
uso pelos programas de melhoramento genético visando a obtencdo de
linhagens/cultivares mais tolerantes a temperaturas infraétimas. Nesse sentido, este
trabalho teve por objetivos aplicar procedimentos fisiolégicos ndo-invasivos, atraves
de parametros da fluorescéncia da clorofila para fenotipagem de multiplos gendétipos
em resposta a temperatura infradtima; e além disso, adotar andlises multivariadas
para discriminar aqueles com maior potencial para serem incluidos em programas de
melhoramento com o objetivo de obter linhagens/cultivares com maior resiliéncia

frente a ocorréncia de temperaturas infradtimas.

4.2. Material e métodos

4.2.1 Material vegetal

A pesquisa foi realizada na Embrapa Clima Temperado - Pelotas/RS no ano de
2016, sendo conduzida em ambiente controlado - usando uma plataforma de
fenotipagem da Embrapa — PhenoSTRESS.

O estudo foi baseado em estudos prévios do Programa de Melhoramento de
Arroz da Embrapa, e envolveu 42 genétipos de arroz irrigado compostos por fundo
genético essencialmente indica, japonica e cruzamento indica/japonica, apresentando
diversidade genética e ecoldgica (Tabela 1).

Para atingir o objetivo do estudo, foram incluidos dois gendtipos
conhecidamente tolerantes a temperaturas infradtimas (Tomoe Mochi e Diamante),
gue foram selecionados com base em resultados de experimentos anteriores, onde
apresentaram comportamento promissor quando cultivados em condi¢des de

temperaturas infraétimas (dados ndo mostrados).



Tabela 1 - Genétipos do programa de melhoramento de arroz da Embrapa utilizados no estudo.
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Genotipos

Cruzamentos

Subespécies

86914-IR 891-7-2-1

HSC 16
LTB 06012
LTB 050055
LTB 050151
LTB 07041
LTB 07048
AB 10572
AB 10501
AB 13002
AB 13008
AB 13012
AB 12597
AB 11502
AB 13715
AB 13720
AB 14001
AB 13006
AB 13689
AB 13003
CTB 1414
CTB 1417
CTB 1418
CTB 1419
CTB 1421
CTB 1424
CTB 1425
CTB 1442
CTB 1444
CTB 1445
CTB 1447
CTB 1449
CTB 1450
CTB 1454
CTB 1455
CTB 1457

Sel. TB 1211-1
Sel. TB 1211-2

Fonte indisponivel
Fonte indisponivel
Fonte indisponivel
CNA 8621/CNAi 9025
BRS-7 Taim /CL Sel. 720
CL 113-4-1-1/CL 591
IR 3825-B-B-23/CL 591
BRA 01016/BRA 02676
CNAXx12967-B-2-B-8-B
Sel. Em SC 764
BRS Fronteira/BR IRGA 409
BRS Queréncia/IRGA 417
BRA 01028/IRGA 419
IRGA 417/IRGA 419
CNA 5/3/1-29-B-B-4-B/BRA 040081
BRA 01330/ CNAx 11208-B-21-B
BRS Fronteira/BR IRGA 409
BRS Fronteira/BR IRGA 409
SCS 112 /IRGA 417
Sel. Em SC 766
Sel. TB 1211-1/BRS-6 Chui
Sel. TB 1211-2/BRS Pampa
Sel. TB 1211-2/BRS-6 Chui
Sel. TB 1211-2/IRGA 424
Sel. TB 1211-3/IRGA 424
Sel. TB 1211-5/IRGA 424
AB 10004/BRS Pampa
Sel. TB 1211-1/AB09007
Sel. TB 1211-1/BRA051108
Sel. TB 1211-1/BRA 051077
Sel. TB 1211-2/INTA Puitad CL
Sel. TB 1211-2/BRA051077
Sel. TB 1211-3/INTA Puit4 CL
Sel. TB 1211-5/BRA 051108
Sel. TB 1211-5/BRA051077
AB 10007/BRS 6 Chui
CL 113-4-1-1/CL 591
CL 113-4-1-1/CL 591

japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica/japonica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica
indica/japonica

indica/japonica



68

Sel. TB 1211-3 CL 113-4-1-1/CL 591 indica/japonica
Sel. TB 1211-5 CL 113-4-1-1/CL 591 indica/japonica
Diamante Padréo de tolerancia japonica

Tomoe Mochi Padrédo de tolerancia japonica

4.2.2 Condig0Oes de cultivo das plantas

Os genotipos de arroz foram cultivados em bandejas plasticas e rizotrons
(Figura 1), previamente preenchidos com substrato ndo-estéril a base de turfa com pH
5,8 £ 0,2, condutividade elétrica (mS/cm) 0,7 + 0,2, capacidade de retencdo de agua
de 80,0%, N (%) 0,04, P20s (%) 0,04 e K20 (%) 0,05. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, sendo que nas bandejas plasticas cada célula
correspondia a uma repeticdo, totalizando seis repeticdes — analises fisioldgicas, e

trés repeticdes nos rizotrons — analises morfométricas de raizes.

= Tomoe Mochi

Figura 1 - Instalacdes (plataforma de fenotipagem PhenoSTRESS da Embrapa) usadas para simular
os regimes de temperaturas impostos durante o periodo de conducdo do experimento. Incluindo
rizotrons usados para analise morfométrica de raizes (A), visdo das raizes em rizotron aberto (B),
aspecto da parte aérea das plantas ao final do periodo de recuperacgéo (C) e cAmara de crescimento
utilizada para o estudo (D).
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A céamara de crescimento foi programada para simular as alteracbes de
temperatura do ambiente mais realistas com base em dados climaticos histéricos da
Regido Sul do Brasil. As plantas foram cultivadas sob o gradiente de temperatura
otima (OTM - 22/32 °C noite/dia), desde a semeadura até o estadio V2 (COUNCE et
al., 2000); posteriormente, as plantas foram submetidas ao gradiente de temperatura
infradtima (INFRA - 13/17 °C noite/dia) durante trés dias; apds, todos os gendtipos
retornaram as condi¢cdes OTM durante sete dias para recuperacao (Figura 2). Durante
o periodo experimental a umidade da camara de crescimento foi constante (60 + 10%),
sendo o periodo de escuro de 10 horas e o de luz de 14 horas a 500 ymol m=2 s,
aproximadamente. A irrigacao nas bandejas plasticas e rizotrons foi realizada sempre

gue necessaria.
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Figura 2 - Dinamica da variacdo da temperatura - diferentes regimes de temperaturas impostos durante
o crescimento das plantas de arroz.

Analises fisiolégicas da parte aérea e morfométricas de raizes foram realizadas
em trés periodos: (1) no décimo quarto dia apdés emergéncia das plantulas (avaliagdo
imediatamente antes da imposi¢ao do estresse) — plantas estavam no estadio V2; (2)
ao terceiro dia apds a imposicdo da temperatura infradtima (avaliacdo no final do
periodo de estresse); (3) no sétimo dia apds o periodo de recuperacdo, quando as

plantas se encontravam no estadio V3/V4.



70

4.2.3 Anélise da fluorescéncia da clorofila

As analises de fluorescéncia de clorofila foram realizadas utilizando um
fluorbmetro PAM-2500 (Walz Heinz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Anteriormente a
realizacdo das mensuragfes, todos os genotipos foram adaptados a luz por pelo
menos uma hora dentro da camara de crescimento, a qual estava programada para
manter a luz a 500 ymol m2 s, umidade do ar em 50 + 10% e concentracédo de CO>
a 400 = 30 ymol mol2.

Durante as analises, as temperaturas internas da camara de crescimento foram
programadas para manter 22 + 1 °C, 13+ 1 °C e 22 + 1 °C para a primeira avaliacao
(imediatamente antes da imposi¢cao do estresse), na segunda avaliacédo (ao final do
periodo de estresse) e na terceira avaliacdo (apds o periodo de recuperacdo do
estresse), respectivamente. Assim, nestas condi¢des, determinou-se a fluorescéncia
minima (Fo') em centro parcialmente reduzido do fotossistema Il (FSIl). O Fo'
corresponde ao rendimento momentaneo da fluorescéncia de uma amostra iluminada
um pouco antes da aplicacdo de um pulso de saturacao.

Considerando que a fluorescéncia maxima (Fm') em centros fechados ou em
estado reduzido do FSII também foi avaliada apo6s uma aplicagéo de pulso de 0,8 s
de luz de saturacéo (7000 yumol m2 s1). O rendimento quantico fotoquimico efetivo de
FSII (Y(Il)) foi definido como (Fm'-Fs)/Fm'. Durante as medi¢des, a luz actinica (luz
vermelha) foi ativada para quantificar o estado estacionério da fluorescéncia da
clorofila (Fs). Sumarizando, o parametro Fm' foi quantificado em plantas submetidas
a um estado adaptado a luz através da aplicacdo de um pulso de saturacdo, enquanto
gue Fo' foi avaliado desligando a luz actinica durante dois segundos apdés o pulso de
saturagcdo e acendendo a luz vermelho distante. A taxa de transporte de elétrons
(ETR) foi calculada com PAR.ETR-factor.PPS2/PPPS.Y(Il) (BAKER, 2008).

4.2.4 Determinacdo do indice de clorofila

O indice de clorofila das folhas (Chl) foi mensurado de forma nao-destrutiva
usando um clorofilbmetro Dual Sci 4 Scientific (Dx 4) (FORCE-A, Orsay, Franca).
Foram avaliados trés pontos aleatérios no lado adaxial de seis folnas mais jovens por

unidade experimental, na posi¢cdo do terco médio das folhas. Segundo Yuan et al.
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(2016), essa posicao é a que melhor representa o indice de clorofila em uma folha de

arroz.

4.2.5 Anélise morfométrica de raizes

Adicionalmente, como uma alternativa para medi¢cdes ndo-destrutivas de
caracteristicas do sistema radicular dos 42 genotipos presentes no estudo, rizotrons
foram construidos para visualizar, monitorar e preservar a arquitetura e morfologia de
raizes das plantas de arroz, a fim de comparar as caracteristicas radiculares quando
submetidos a diferentes regimes de temperatura.

Cada rizotron consistiu em duas placas de ACM (aluminio composto) de 35 cm
de altura, 120 cm de largura e 4 mm de espessura. As placas foram separadas por
canaletas de aluminio, mantendo um espagamento entre as placas de 1,5 cm e fixadas
com prendedores. Os rizotrons foram preenchidos com 1220 gramas de substrato,
como descrito anteriormente, para favorecer o crescimento das raizes na face inferior
da placa, estes foram apoiados em cavaletes de madeira com inclinacéo de 45°.

Anteriormente ao momento da semeadura, os rizotrons foram irrigados,
mantendo o substrato em 80% de sua capacidade de campo durante todo o periodo
experimental. Nos estadios V2 (controle); V2 + 3 dias (estresse) e V3/V4
(recuperacao) foram realizadas as aquisicdes das imagens das raizes utilizando uma
camera fotografica (Sony Cyber Shot DSC-HX1, Zoom Optico 20X).

Posteriormente as imagens fotografadas foram analisadas através do software
analisador de imagens WIinRHIZO Pro (Regent Instruments, Inc., Quebec City, QC),
estimando o comprimento total de raizes (soma do comprimento de todas as raizes
do sistema radicular), area superficial total de raizes, volume total de raizes e diametro

médio de raizes na profundidade de 0-35 cm.

4.2.6 Determinacdo da biomassa

Apbs o periodo de recuperacdo das plantas, a massa seca total de raizes e da
parte aérea foram quantificadas através da coleta separada de cada parte das plantas
dos rizotrons. O material coletado foi imediatamente submetido a secagem em estufa,
a temperatura de 60 °C até atingir peso constante e, posteriormente, realizada a

pesagem.
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4.2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a homocedasticidade, pelo teste de
Hartley e a normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk. Adicionalmente, a analise de
componentes principais (PCA) foi realizada para identificar os genoétipos
potencialmente mais tolerantes a temperaturas infradtimas e excluir os parametros
redundantes avaliados.

Este procedimento de PCA permitiu a exclusdo de 16 varidveis fisiologicas e
morfométricas redundantes que apresentaram contribuicdbes semelhantes.
Posteriormente, procedeu-se a analise da variancia (p < 0,05) dos parametros
selecionados a partir da PCA para os genoétipos que mais respondiam a esses
parametros selecionados e, constatando-se significAncia estatistica, os tratamentos
foram comparados pelo teste de Student-Newman-Keuls. As andlises foram

realizadas usando o SigmaPlot versao 13 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA).

4.3. Resultados e discussao

Anteriormente a apresentagcdo dos resultados, cabe conceituar e justificar a
utilizacdo da PCA. De acordo com Hongyu et al. (2015), a PCA é uma técnica
estatistica de analise multivariada que transforma linearmente um conjunto original de
variaveis, inicialmente correlacionadas entre si, num conjunto substancialmente
menor de varidveis ndo correlacionadas que contém a maior parte da informacéo do
conjunto original. Esta técnica é associada a ideia de reducdo da massa de dados,
com menor perda possivel da informacdo, que procura redistribuir a variacao
observada nos eixos originais de forma a se obter um conjunto de eixos ortogonais
ndo correlacionados (MANLY, 1986; HONGYU, 2015). Assim, devido aos Varios
parametros avaliados no presente estudo, fez-se a opcao pela utilizacdo da PCA para
identificar os genotipos potencialmente mais tolerantes a temperaturas infradtimas e
excluir os parametros redundantes avaliados

Logo, a PCA foi realizada utilizando os vérios parametros avaliados e trés
componentes principais (PC’s) foram observados: PC1, PC2 e PC3. Esses PC’s
contribuiram com 39,08; 22,70 e 13,48%, respectivamente (Figura 3). Assim, 0s trés
PC’s representaram 75,26% da variagdo total entre as caracteristicas dos genotipos

de arroz quando submetidos a condi¢cdes de estresse por temperatura infradtima.
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Embora ao primeiro componente seja atribuido 39,08% da variacdo total, com
contribuicdo significativa da massa seca total de raizes e da parte aérea, € muito
importante enfatizar que o rapido desempenho de acumulagéo de biomassa mostrado
por alguns genotipos ocorreu nos primeiros dias apds a germinacao das plantas, ou
seja, anteriormente a imposicéo do estresse.

Além disso, ficou evidente que esses dois parametros eram praticamente
ortogonais com as variaveis fisiolégicas mensuradas (Figuras 3A e 3B). Portanto,
destacando assim que os genotipos que mostraram melhor desempenho fisiol6gico
qguase sempre foram aqueles com menor massa seca de raizes e da parte aérea ao
final do periodo avaliado. Os procedimentos de PCA permitiram identificar e,
conseguentemente, selecionar os genotipos Sel. TB 1211-3, CTB 1419, CTB 1444,
CTB 1455 e AB 13720 como os que apresentaram melhor desempenho para as

variaveis fisiologicas analisadas (Figura 3C e 3D).
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Figura 3 - Analise dos componentes principais - PCA (A, B, C e D) para respostas fisiologicas e
morfométricas em 42 gendtipos de arroz. Os trés primeiros componentes exibem 75,26% da variacao
total entre as caracteristicas dos genétipos quando submetidos a condigbes de estresse por
temperatura infradtima. Os vetores representam a contribuicdo de cada parametro avaliado, e os
genotipos estdo dispostos proximos dos parametros aos quais 0S mesmos Sao mais responsivos.

Posteriormente, os genotipos selecionados a partir da PCA foram submetidos
a andlise estatistica adicional com o objetivo de verificar sua estabilidade fisiologica
nas avaliagcbes realizadas ao longo do estudo, incluindo sua capacidade de
recuperacao ao final do periodo de estresse.

Para o rendimento quéntico efetivo do FSII (Y(Il)), de modo geral o CTB 1419
apresentou a melhor desempenho ao longo do periodo avaliado, estando esse
relacionado a sua maior estabilidade, e destacando a sua superioridade em relacéo

ao Diamante ap0s o periodo de estresse por temperatura infraétima (Figura 4A). No



entanto, cabe ressaltar que apdés o periodo de recuperagdo, um desempenho

semelhante entre os gendtipos selecionados e os padrdes de tolerancia foi verificado.
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Figura 4 - Efeitos dos diferentes gradientes de temperatura no rendimento quantico fotoquimico efetivo
do FSII - Y(II) (A), na taxa de transporte de elétrons - ETR (B), na fluorescéncia maxima — Fm’ (C) e no
indice de clorofila das folhas - Chl (D) em gendtipos de arroz nos estadios V2 (controle), V2 + 3 dias
(estresse) e V3/V4 (recuperacgdo). Esses genotipos foram escolhidos com base em seu desempenho
evidenciado pela PCA realizada anteriormente. Nota: Para todos os genétipos seguidos pela mesma
letra mindscula em cada estadio de andlise, eles ndo sao significativamente diferentes ao nivel p <0,05
pelo teste Student-Newman-Keuls. Para cada genotipo seguido pela mesma letra mailscula, eles ndo
sao significativamente diferentes ao nivel p <0,05 pelo teste Student-Newman-Keuls entre os estadios
de avaliacgéo.

Os resultados indicam ainda que os gendétipos Sel. TB 1211-3 e CTB 1455
apresentaram maior estabilidade em seus valores da taxa de transporte de elétrons
(ETR) ao longo das trés avaliacOes realizadas (Figura 4B). Para esses dois genotipos

ressalta-se o incremento da ETR ao final do periodo de recuperacdo quando
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comparado ao periodo de estresse, comportamento ndo visualizado nos demais
genotipos, com excecdo dos padrdes de tolerancia.

Para a fluorescéncia maxima (Fm’), houve uma maior similaridade entre os
gendtipos em relacdo aos parametros anteriores mostrados, sendo que néo foi
visualizada diferenca significativa entre os materiais ao final do periodo de estresse
(Figura 4C). Os gendtipos Sel. TB 1211-3, CTB 1419 e CTB 1455 mostraram uma
tendéncia a retornar a condicao inicial (ndo estressante) ao final da recuperacéao,
sendo inclusive esses valores superiores ao Diamante e Tomoe Mochi.
Adicionalmente, ressalta-se que o Sel. TB 1211-3 teve melhor desempenho da Fm’
ao final do periodo de recuperacao, sendo esse 75% superior ao visualizado para 0s
genotipos padrdo de tolerancia.

Quanto ao indice de clorofila (Chl), novamente pode ser destacada a maior
estabilidade do Sel. TB 1211-3, que nao apresentou reducédo no valor ao final do
periodo de estresse, comparativamente ao periodo controle, e que obteve a menor
reducdo do indice de clorofila ao final do periodo de recuperacédo, sendo essa de
aproximadamente 35% (Figura 4D). Nesse sentido, e com intuito de destacar o
comportamento do Sel. TB 1211-3, temos que 0s gendtipos tolerantes Diamante e
Tomoe Mochi apresentaram decréscimo de 60 e 48% no indice de clorofila ao final do
periodo de avalicdo, respectivamente.

Em muitos casos, parametros como Fv/Fm, Y(Il), ETR, NPQ, entre outros, sao
avaliados visando demonstrar a ocorréncia de possiveis alteragdes no mecanismo
fotossintético, ocasionadas fundamentalmente por temperatura infradtima, e assim
concluir se as plantas apresentam sensibilidade ou tolerancia ao estresse em questao.
Corroborando com os resultados visualizados no presente estudo, analises de
parametros da fluorescéncia da clorofila demonstraram alteracdes estruturais e
funcionais no aparelho fotossintético de diferentes gendétipos de plantas ou mudas
transgénicas submetidas a tratamentos de baixas temperaturas (BONNECARRERE
et al., 2011; SAAD et al., 2012).

Em estudo realizado por Hasani et al. (2014), o estresse por temperaturas
infraétimas exerceu efeitos sobre diversos parametros da fluorescéncia da clorofila de
seis genotipos de arroz, sendo que o0 mesmo resultou na reducdo da Fv/Fm, Y(ll), P
e ETR, enquanto houve aumento da NPQ. Ainda, os autores afirmam que a
fluorescéncia da clorofila pode ser introduzida como um método adequado para

rastrear genotipos de arroz tolerantes ao frio devido a resposta diferencial entre os
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materiais. Como evidenciado nesse estudo, verificou-se um aumento na Fo' (ndo
mostrado) enquanto houve decréscimo na Fm', fato esse também visualizado em
outros estudos (MISRA et al., 2011; KALAJI et al., 2016).

Tais resultados, com alteragbes nos parametros da fluorescéncia da clorofila,
podem ser parcialmente explicados pelos efeitos da temperatura infradtima sobre o
indice de clorofila nas plantas. Principais responsaveis pela captacdo de energia
luminosa, as clorofilas séo consideradas fundamentais para o processo fotossintético,
sendo que alteracdes no teor dessas podem ser decorrentes de diferentes estresses,
e assim interferindo no desenvolvimento da planta e consequentemente na produgao
de biomassa (LIMA et al., 2004; CANCELLIER et al., 2011). Cabe destacar que
caracteristicas fisioldgicas como producéao de clorofila sdo controladas geneticamente
e devem ser exploradas no melhoramento genético de arroz irrigado, uma vez que
possuem altos valores de herdabilidade (STHAPIT; WITCOMBE, 1998), e assim
poderdo auxiliar na reducéo dos efeitos ocasionados por temperaturas infraétimas.

No presente estudo, o contetdo de clorofila continuou a diminuir apos o periodo
de recuperacao, podendo esse fato ser atribuido ao tempo requerido pelas plantas
para reprogramar e reparar suas vias metabodlicas (STRASSER et al., 2004),
considerando que as analises foram realizadas sete dias ap6s o término do periodo
de estresse.

Nesse sentido, em trabalho com cultivares de arroz sensiveis ao frio foi
verificada a reducéo no conteudo total de clorofila nas folhas (AGHAEE et al., 2011).
Um fator que pode estar relacionado as alteragbes da clorofila sob estresse por
temperaturas baixas em plantas, é que essa situacdo pode provocar condicfes de
anaerobiose, levando ao processo de fermentacéo alcodlica, e consequente aumento
na producao de etanol e na sintese de alcool desidrogenase. Enquanto o aumento na
sintese de etanol pode ajudar na preservacgdo da fluidez dos lipideos da membrana
(SALTVEIT et al., 2004; MERTZ et al.,, 2009), o aumento da producdo de etanol,
juntamente com o de espécies reativas de oxigénio ou diminuicdo na sintese de
antioxidantes, pode acarretar no incremento da peroxidacao dos lipideos insaturados
presentes nas membranas e que ajudam na fluidez dessas, sendo esses lipideos
sensiveis a oxidacéo, levando a ruptura da membrana plasmaética, e ocasionando a
perda da clorofila e degradagao da Rubisco (MARCONDES; GARCIA, 2009).
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Ao final do periodo de recuperagdo do estresse por temperatura infradtima, o
genotipo AB 13720 mostrou os maiores valores para a acumulacdo de biomassa de
raizes, sendo superior em 26% quando comparado ao Tomoe Mochi, que foi 0
gendtipo padrdo de tolerancia com melhor resultado. Por outro lado, para a biomassa
da parte aérea, 0os gendtipos tolerantes a temperaturas infraétimas e o CTB 1444
apresentaram os maiores valores. Enquanto o menor acumulo de biomassa da parte
aérea foi visualizado para os genétipos Sel. TB 1211-3 e AB 13720, com
aproximadamente 50% a menos que o Tomoe Mochi — padrdo de tolerancia com
melhor resultado (Figura 5).
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Figura 5 - Massa seca total de raizes e da parte aérea em genoétipos de arroz ao final do periodo de
recuperacdo (V3/V4 — recuperacdo). Esses genétipos foram selecionados com base em seu
desempenho evidenciado pela PCA realizada anteriormente. Nota: Para todos os genoétipos seguidos
pela mesma letra mindscula em cada parte da planta, eles ndo sdo significativamente diferentes ao
nivel p <0,05 pelo teste Student-Newman-Keuls.

De acordo com a literatura, temperaturas infradétimas podem provocar atraso
no desenvolvimento, reducédo da estatura, amarelecimento das folhas e reducéo do
acumulo de matéria seca em plantas de arroz quando ocorre em estadios iniciais de
desenvolvimento (MERTZ et al., 2009). Segundo Aghaee et al. (2011), o estresse
pelas baixas temperaturas diminui a biomassa devido a reducéo na absor¢ao de agua
e nutrientes, assim como afeta a assimilagdo de COz: e, portanto, a taxa fotossintética.

De acordo com os resultados relatados em estudos prévios, em geral,
temperaturas infradtimas levaram a diminui¢ao do indice de clorofila, perturbando os

centros de reagdo dos FSI e Il, alterando o metabolismo antioxidante e,
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consequentemente, diminuindo a taxa de acumulacéo de biomassa (HIROTSU et al.,
2005; YAMORI et al., 2011; FUKAYAMA et al., 2015; MORAES DE FREITAS et al.,
2016; MORITA et al., 2017). Tal comportamento foi visualizado no presente estudo,
onde, de modo geral, os gendtipos paralisaram o acumulo de biomassa da parte aérea
durante o periodo de estresse, bem como, adicionalmente pode-se constatar que 0s
genotipos considerados padrdo de tolerancia apresentaram o maior acumulo de
biomassa ao final do periodo de recuperacéao.

Adicionalmente, cabe ressaltar que, como descrito anteriormente, 0s materiais
da subespécie japonica apresentam maior tolerancia ao frio e, conforme visualizado
no presente estudo, 0s genotipos selecionados através da PCA (Sel. TB 1211-3, CTB
1419, CTB 1444, CTB 1455 e AB 13720) sdo originarios do cruzamento
indica/japonica. Nesse sentido, corroborando com os resultados obtidos, em estudo
comparando varias cultivares de arroz pertencentes a essas duas subespécies,
guanto a tolerancia ao frio, os resultados demonstraram que a tolerancia foi maior no
grupo japonica que no indica (LI et al., 1981).

A partir disso, observa-se que ha fontes de variabilidade para tolerancia a
temperatura infra6tima em arroz, portanto, esses genotipos selecionados podem ser
Uteis como materiais fonte no melhoramento visando a incrementar a tolerancia a
temperaturas infradtimas na cultura do arroz em estadios iniciais de desenvolvimento
das plantas.

Resumindo, a fluorescéncia da clorofila aparece como uma ferramenta Gtil para
discriminar multiplos genoétipos quando submetidos a temperaturas infradtimas. Além
disso, é possivel investigar o estado do FSIl de forma néo invasiva, o que é muito
interessante, considerando a possibilidade de retornar na mesma area alvo da folha
para monitorar as alteracbes e desempenho fotoquimico em diferentes niveis de
estresse. Os gendtipos selecionados na PCA apresentaram maior desempenho para
pelo menos uma das variaveis fisiol6gicas analisadas, mostrando desempenho similar
ao demonstrado pelos gendtipos considerados padrdes de tolerancia a temperaturas
infradtimas. Também cabe salientar que nem sempre um acumulo rapido de biomassa
pode ser traduzido em maior desempenho fisioldgico.

Com base na confirmacdo da existéncia de diferengca no crescimento e no
status fisiolégico entre gendtipos em funcdo da alternéncia entre temperaturas
consideradas otimas e infradtimas para o desenvolvimento inicial da cultura, ressalta-

se a importancia do melhoramento genético como ferramenta para reducdo dessa
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problematica no cultivo do arroz, através da utilizagdo de materiais tolerantes ao
estresse em questdo, bem como a utilizacdo de plataformas de fenotipagem para
auxiliar nesse processo.

Assim, em programas de melhoramento vegetal onde mudltiplos genotipos
precisam ser caracterizados rotineiramente, devem ser envidados esfor¢cos no
desenvolvimento e validacdo de abordagens fisiologicas robustas e néo invasivas
para superar 0s gargalos existentes e com o objetivo de construir o melhor ide6tipo

de planta para um ambiente especifico.

4.4. Conclusodes

Temperaturas infradtimas exercem efeitos negativos em parametros da
fluorescéncia da clorofila e na morfometria de genotipos de arroz no estadio inicial de
desenvolvimento.

Os gendtipos Sel. TB 1211-3, CTB 1419, CTB 1444, CTB 1455 e AB 13720
demonstram maior tolerancia a temperaturas infradtimas, com desempenho similar ao
visualizado pelos genotipos considerados padrdo de tolerancia, podendo esses ser
utilizados como material fonte em programas de melhoramento vegetal da cultura do
arroz visando a criacao de idedétipos com maior tolerancia a temperaturas infragtimas.

Os materiais com caracteristicas da subespécie japonica apresentam menor
sensibilidade a temperaturas infradtimas, com seus valorosos alelos podendo ser
utilizados em programas de melhoramento vegetal visando aumentar a tolerancia ao
estresse em questéo.

Plataformas de fenotipagem fisiologica apresentam grande potencial de
utilizagéo, principalmente por propiciar a realizagdo de avaliacdes nao-destrutivas

continuadamente em pontos especificos das plantas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo indicam que o0 estresse por temperaturas
supraotimas no estadio inicial de desenvolvimento das plantas afeta negativamente e
de forma mais acentuada parametros fotossintéticos e morfométricos do gendétipo
sensivel.

Caracteristicas de termotolerancia presentes no genotipo N22 potencializam o
seu uso como fonte em programas de melhoramento genético do arroz para obtencao
de linhagens/cultivares mais resilientes as variagdes térmicas.

A temperatura noturna elevada no estadio reprodutivo ocasiona modificacfes
acentuadas na atividade enzimatica, parametros da fluorescéncia da clorofila, na
relacdo fonte-dreno e reducao do rendimento final do gendtipo sensivel ao calor,
enquanto o gendétipo tolerante apresenta maior capacidade de translocacédo de
carboidratos, menor taxa de esterilidade e maior estabilidade nos componentes de
rendimento.

As temperaturas infradtimas exercem menores efeitos negativos sobre
parametros da fluorescéncia da clorofila e morfométricos dos genotipos Sel. TB 1211-
3, CTB 1419, CTB 1444, CTB 1455 e AB 13720. Estes potencialmente poderéo ser
utilizados como material fonte junto aos programas de melhoramento visando a
criacao de ideotipos com maior tolerancia a temperaturas infradtimas

Finalmente, evidencia-se o potencial de uso da fenotipagem fisiol6gica nao-
invasiva via uso da fluorescéncia da clorofila, a qual podera ser utilizada de forma
integrada aos programas de melhoramento do arroz, permitindo a identificacéo,

dissecacéao e valoracao de gendtipos para ambientes especificos.
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