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Resumo

DORNELES, Keilor da Rosa. Aumento na concentracdo do CO» atmosférico
afeta patossistemas do arroz, e respostas bioquimicas e fisiolégicas contra
Bipolaris oryzae. 2019. 85f. Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-Graduacgao
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

O incremento de CO. atmosférico € uma das principais variaveis ambientais
gue podem afetar a interagcdo entre as plantas e 0S seus respectivos
patdbgenos. Com base nisso, 0s objetivos foram investigar os efeitos da
elevacao da concentracdo do CO2 atmosférico de 400 ppm para 700 ppm, na
severidade da brusone (Pyricularia oryzae), mancha parda (Bipolaris oryzae),
mancha ocular (Drechslera gigantea) e da cérie (Tilletia barclayana) na cultura
do arroz (Capitulo 1). Em relagdo a mancha parda, causada por Bipolaris
oryzae, foi avaliado em cultivares suscetivel (BRS Queréncia) e resistente (Inov
CL) os efeitos do incremento na concentragcdo do CO: atmosférico nos
mecanismos bioquimicos de defesa (Capitulo Il), na anatomia foliar e nas
alteracoes fisiologicas decorrente do processo de infeccdo por B. oryzae nas
folnas de plantas de arroz (Capitulo 1ll). Os resultados apresentados nesse
estudo demonstram que a elevacdo da concentracdo de CO. atmosférica
causa alteracbes no comportamento epidemiolégico de doencas do arroz
variavel com o tipo de parasitismo do agente causal. Estas observacdes foram
registradas para a mancha parda e mancha ocular, causadas por patdogenos
necrotrofico, e para brusone, hemibiotrofico, todavia, sem efeito expressivo
sobre a céarie do arroz, biotréfico. Tanto a mancha ocular, quanto a brusone
aumentaram a sua severidade em condi¢cdes de 700 ppm de CO2, ja a mancha
parda teve a sua severidade reduzida. Em relagdo aos mecanismos
bioquimicos de defesa contra B. oryzae, as plantas quando expostas a 700
ppm de CO: apresentaram antecipacdo, potencializacdo e prorrogacdo na
atividade de enzimas oxido-redutases (superoxido dismutase, catalase,
ascorbato peroxidase, peroxidase e polifenoloxidase) e hidrolases (quitinase), e
na concentracdo de compostos fendlicos e lignina, independente do cultivar.
Ademais, também foram observadas alteracdes em caracteristicas anatémicas
(reducado na espessura do parénquima e do tamanho das células buliformes),
em parametros fotossintéticos (aumento da taxa fotossintética, da
concentracdo interna de CO: e eficiéncia do uso da agua, e redugdo na
condutancia estomatica de vapores de agua, na taxa transpiratéria e na
eficiéncia da carboxilacdo), na fluorescéncia da clorofila ( reducdo do fluxo
especifico de energia dissipada) e no acumulo de carboidratos (aumento na
concentracdo de acuUcares sollveis totais, polissacarideos e amido). As
alteracdes bioquimicas, morfolégicas e acumulo de carboidratos tiveram
relacdo direta na defesa contra o patdgeno em plantas de arroz cultivadas na
concentracdo de 700 ppm de CO. atmosférico, que mitigaram o efeito do
patégeno nos parametros fotossintéticos e da fluorescéncia da clorofila devido
a menor severidade da mancha parda. Os menores valores da severidade da
doenca foram relacionados a alteracbes no desenvolvimento das lesées,
resultante das respostas de defesa, que foram estimuladas na planta de arroz
pelo aumento da concentragéo de COo.

Palavras-chave: Oryza sativa. Cochliobolus miyabeanus. Dano celular.

Resisténcia de plantas. Mudancas climaticas.



Abstract

DORNELES, Keilor da Rosa. Increased atmospheric CO2 concentration affects
rice pathosystems, and biochemical and physiological responses against
Bipolaris oryzae. 2019. 85f. Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-Graduacgao
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

The increase of atmospheric CO: is one of the main environmental variables
that can affect the interaction between the plants and their respective
pathogens. Based on this, the objective of this study was to investigate the
effects of raising the atmospheric CO2 concentration from 400 ppm to 700 ppm
on the severity of blast (Pyricularia oryzae), brown spot (Bipolaris oryzae),
eyespot (Drechslera gigantea) and kernel smut (Tilletia barclayana) on rice
(Chapter 1). In regarding to brown spot, caused by Bipolaris oryzae, was
evaluated in cultivars susceptible (BRS Queréncia) and resistant (Inov CL), the
effects of increasing atmospheric CO2 concentration on biochemical defense
mechanisms (Chapter Il), leaf anatomy and in the physiological changes due to
the B. oryzae infection process in the leaves of rice plants (Chapter Ill). The
results presented in this study demonstrate that the elevation of atmospheric
CO2 concentration causes changes in the epidemiological behavior of rice
diseases variable with the type of parasitism of the causal agent. These
observations were recorded for the brown spot and eyespot (necrotrophic
pathogens), and blast (hemibiotrophic), however, with no expressive effect on
the kernel smut (biotrophic). The severity of both eyespot and blast increased in
conditions of 700 ppm of CO3, since the brown spot had its severity reduced.
Regarding the biochemical mechanisms of defense against B. oryzae, plants
exposed to 700 ppm of CO: presented an anticipation, potentiation and
extension in the activity of oxidoreductase enzymes (superoxide dismutase,
catalase, ascorbate peroxidase, peroxidase and polyphenoloxidase) and
hydrolases (chitinase), and in the concentration of phenolic compounds and
lignin, regardless to the -cultivar. In addition, alterations in anatomical
characteristics (reduction in parenchyma thickness and size of bulliform cells),
in photosynthetic parameters (increase of photosynthetic rate, internal CO:
concentration and water use efficiency, and reduction in stomatal conductance
of water vapor, transpiration rate, and efficiency carboxylation), chlorophyll
fluorescence (decrease on specific energy flux) and carbohydrate accumulation
(increase in the concentration of total soluble sugars, polysaccharides and
starch) were recorded. The biochemical, morphological and changes in
carbohydrate concentration were related to defense against the pathogen in
rice plants cultivated at 700 ppm of atmospheric CO2, which mitigated the effect
of the pathogen on photosynthetic parameters and chlorophyll fluorescence due
to the lower severity of the brown spot. The lower values of the severity of the
disease were related to the change in the development of the lesions, as result
of the defense responses, which were stimulated in the rice plant by the
increase in CO2 concentration.

Key-words: Oryza sativa. Cochliobolus miyabeanus. Cellular damage.

Resistance of plants. Climate changes.
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1 Introducéo

O homem nao tem medido esforgcos na busca para compreender e
estudar a problematica das mudancas climéticas, que vem se tornando cada
vez mais evidenciada no decorrer das Ultimas décadas. Orgdos de pesquisa
indicam que 0 uso intensivo dos recursos naturais - como a queima de
combustiveis fésseis, desmatamentos, atividades agricolas e desenvolvimento
urbano - é uma das principais causas responsaveis pelo aceleramento desse
fendmeno (IPCC, 2014).

As mudancas climéticas se manifestam de diversas formas, dentre elas
se destaca o aquecimento global, termo usado para identificar o aumento da
temperatura do planeta (DELCOUR et al., 2015). Ademais, a frequéncia e
intensidade de ocorréncia dos eventos climaticos extremos e alteracées no
regime de chuvas estdo sendo observadas, bem como perturbacbes nas
correntes maritimas, retracdo de geleiras e elevacdo do nivel dos oceanos
(LETCHER, 2009). Diante dessa ampla gama de eventos, houve a criacao do
termo “mudanca ambiental global” no qual envolve também o aumento da
concentragdo de dioxido de carbono (CO2) atmosférico, de ozbnio (Os) na
troposfera e outros impactos (IPCC, 2014).

O dioxido de carbono (CO2) € um dos gases de maior relevancia do
efeito estufa (relacionada ao aumento da temperatura) e tem apresentado um
aumento acelerado na sua concentracdo atmosférica nos ultimos anos (no
periodo de 1995 a 2005 de 280 ppm para 379 ppm), ultrapassando faixas
naturais de aumento (IPCC, 2014). Além disso, estima-se que se a tendéncia
persistir no ano 2100, a concentracdo atmosférica de CO» estard em torno de
750 a 1020 ppm (IPCC, 2013). Tais alteracbes no clima desencadeiam
alteracdes em todos o0s setores econdmicos, especialmente na agricultura, que
apresenta grande influéncia do mesmo.

Para as plantas, do ponto de vista fisioldgico, geralmente a elevacdo da
concentracdo de CO. atmosférico promove beneficios devido alteragées no
metabolismo e crescimento. A intensidade das alteracbes em resposta as
variagbes na concentracdo de CO: atmosférico varia entre as espécies
vegetais e os tipos de metabolismo do carbono das mesmas (CHAKRABORTY
et al., 2008; XU; JIANG; ZHOU, 2015). No entanto, uma questédo fundamental

gue merece ser destacada € que as alteragbes morfofisioldégicas na planta
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podem modificar a intensidade de algumas das suas doencgas por interferir nas
relagbes patdégeno-hospedeiro (CHAKRABORTY et al., 2008). Tais alteracdes
podem resultar na reducédo da durabilidade da resisténcia efetiva das plantas
devido ao desenvolvimento acelerado das populacbes dos patégenos ou
reducéo das defesas da planta contra o mesmo (GHINI, 2005; WILLIAMS et al.,
2018).

Estudos vém sendo desenvolvidos em situacbes de atmosfera
controlada na busca de respostas, porém ainda € incipiente e inconclusivo o
conhecimento sobre o efeito das mudancas climéaticas, em especial a
concentracdo atmosférica de CO,, na severidade das doencas de plantas
(CHAKRABORTY; MURRAY; WHITE, 2002; GHINI, 2005; ABDELGAWAD et
al., 2016).

Chakraborty et al. (2002) ao estudar o efeito da concentracéo elevada
de CO2 na producéo e disperséo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides
em Stylosanthes scabra verificou reducdo da severidade da antracnose em
ambiente enriquecido com 700 ppm de CO2 quando comparado ao ambiente
com 350 ppm. Plantas de tomate submetidas ao CO, atmosférico de 700 ppm
apresentaram aumento na resisténcia a infeccdo por Phytophthora parasitica
(JWA; WALLING, 2001). Em cevada, a penetracao por Erysiphe graminis em
folhas e a severidade do oidio foram reduzidos em concentracdo de 700 ppm
de CO: atmosférico (HIBBERD et al., 1996). Em batata, a severidade da
requeima, causada por Phytophthora infestans, foi reduzida com aumento do
CO2 de 400 ppm para 700 ppm (PLESSL et al.,, 2007). Por outro lado,
incremento na severidade do oidio (Microsphaera diffusa) em plantas de soja
ocorreu quando cultivadas em ambiente com 504 ppm de CO (LESSIN; GHINI,
2009).

Revisando estudos sobre o aumento de CO> Chakraborty et al. (2008),
constataram que em 26 patossistemas avaliados, houve aumento na
severidade em treze, reducdo em nove e sem efeito para quatro doencas.
Luck et al. (2011) em uma ampla revisdo sobre os efeitos de altas
concentragbes de CO2 na atmosfera sobre patdgenos, constatou que ndo é
possivel generalizar os efeitos das alteracdes climaticas para todos os

patossistemas existentes. Cada um dos patossistemas necessita ser estudado
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individualmente, para assim seja possivel verificar provaveis alteracdes na
intensidade da doenca.

O arroz (Oryza spp), cultivado e consumido em todos os continentes, é
um dos cereais indispensaveis para a nutricdo humana, sendo a base alimentar
de mais de trés bilhdes de pessoas (SOSBAI, 2016). Esse cereal obteve
rapidos aumentos na produtividade ao longo da segunda metade do século 20,
porém atualmente esses aumentos vém se tornando cada vez mais dificeis de
serem mantidos e impulsionados (KARKI, et al., 2013). Por outro lado, por ser
intitulado pelos 6érgdos governamentais como alimento basico para suprir a
demanda populacional futura, a cultura do arroz se destaca no cenario atual,
como uma linha de pesquisa, a qual visam o incremento de sua produtividade
(SHEEHY; MITCHELL, 2011; KARKI, et al., 2013).

Entretanto, alguns fatores abidticos e/ou bioticos ainda séo limitantes
para a obtencdo do potencial maximo de rendimento da cultura. Dentre os
bidticos estdo as doencas causadas por diversos fitopatdgenos incluindo
fungos, virus, bactérias e nematoides (SOSBAI, 2016).

As doencas, consideradas como mais relevantes pelos danos no
rendimento da cultura nas diversas regides orizicolas distribuidas pelo mundo,
sdo as causadas por patdégenos fungicos como a Pyricularia oryzae Cav.
(agente causal da brusone) e Bipolaris oryzae Breda de Haan (agente causal
da mancha-parda). Ha, também as, doencas consideradas secundarias ou de
ocorréncia localizada, como a Drechslera gigantea Heald & F.A. Wolf (agente
causal da mancha ocular) e a Tilletia barclayana Bref. (agente causal da cérie
ou carvao preto do grado) (SUNDER et al., 2014; SOSBAI, 2016).

Essas enfermidades de maneira geral, podem se desenvolver em todas
as fases do ciclo da cultura, porém suas ocorréncias Sdo mais comuns apoés a
floracdo causando danos na produtividade e qualidade dos graos
(DALLAGNOL et al., 2011; SUNDER et al., 2014). Sobretudo, os patégenos
supramencionados apresentam formas de parasitismo diferentes como:
necrotroficos (B. oryzae e D. gigantea), hemibiotréfico (P. oryzae) e biotréfico
(T. barclayana). Os diferentes tipos de parasitismo podem ser influenciados,
aumentando ou diminuindo a intensidade da doenca, em funcdo do estado

nutricional da planta, especialmente as formas de carboidratos acumulados
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(MORKUNAS; RATAJCZAK, 2014) os quais podem ser alterados pelas
variacoes climaticas (EASTBURN; MCELRONE; BILGIN, 2011).

Do ponto de vista epidemioldgico, 0s requerimentos ambientais para
epidemias variam de acordo com o patdégeno. No caso da mancha parda, a
infecgdo do fungo B. oryzae ocorre em amplitude térmica de 16 a 36°C, mas
o0tima a 25°C (SHERF et al., 1947; PERCICH et al., 1997). Elementos
climaticos como chuvas intensas, alta umidade relativa, periodos prolongados
de nebulosidade e temperaturas amenas durante os estadios de florescimento
e enchimento de gréos tem sido correlacionado com as epidemias da mancha
parda (SUNDER et al., 2014). Periodos de molhamento prolongados tendem a
aumentar o numero de lesdes da mancha parda por unidade de éarea foliar
(PERCICH et al., 1997). Para a brusone, a infeccdo do fungo P. oryzae é
favorecida por temperaturas moderadas de 25 a 28°C e periodos de alta
umidade de duracdo superior a 12 horas (SOSBAI, 2016). O periodo de
laténcia e a duracdo do periodo infeccioso também sao influenciados pela
temperatura, precipitacao pluviométrica, umidade e vento
(KARAMIAN et al., 2015). Em relacdo a mancha ocular, mesmo que as
informacbes ainda sejam limitadas, devido ao seu recente relato
(NUNES, 2008). Estudos indicam que a temperatura ideal para o
desenvolvimento do patdgeno na area é entre 26 a 28°C, com clima chuvoso e
guanto maior o periodo de orvalho, maior sera a severidade da doenca
(GULART et al.,, 2015). Para a céarie do arroz, a infeccdo do fungo
T. barclayana € favorecida por condicbes de chuvas frequentes, alta
luminosidade e umidade relativa do ar superior a 85% e temperatura de 25 a
30°C no periodo de antese das plantas de arroz (ZEMOLIN et al., 2009).

Assim, evidencia-se que a incidéncia e a severidade das doencas
supramencionadas sao dependentes de um ambiente favoravel. Contudo, além
das variaveis conhecidas a séculos como relevantes para epidemias,
molhamento, temperatura e luminosidade, a concentracdo atmosférica CO>
também possui a sua parcela de influéncia, especialmente com as futuras
concentragbes previstas. O seu efeito pode se dar por meio da alteracdo da
temperatura global (associado ao efeito estufa) o que pode alterar o regime
hidrico regional, modificando o periodo e intensidade de chuvas. Associado a

essas modificacdes, também se deve considerar que o CO2 € um composto
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chave no metabolismo de plantas, podendo assim alterar, os padrdoes das
interagbes complexas entre plantas-microbiota, desde o mutualismo até
parasitismo (LUCK, J. et al., 2011; NOCTOR; MHAMDI, 2017).

Assim, os estudos aqui descritos relatam os efeitos do aumento da
concentracdo de CO. atmosférico em plantas de arroz no progresso das
doencas brusone, mancha parda, mancha ocular e da carie do arroz. N&o
obstante, elucidam, pelo menos em parte, a forma que o aumento da
concentracdo de CO, atmosférico influenciou a severidade da mancha parda,
por meio da analise de mecanismos bioquimicos de defesa e também,
aspectos fisiolégicos e anatdbmicos da planta. Os estudos aqui reportados
revelam novas informacfes que podem ser utilizadas por pesquisadores e
melhoristas como base para novas pesquisas. Além disso, o estudo fornece
indicios, a todos os elos que integram a corrente da agricultura, sobre o
comportamento do patossistema B. oryzae - arroz em condi¢cdes climaticas

futuras.
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2 Capitulo 1. Elevagdo da concentracdo do CO, atmosférico afeta o
progresso de doencgas da cultura do arroz.

2.1 Introducéo

O arroz (Oryza spp) € o segundo cereal mais consumido no mundo
(CONAB, 2018). O maior mercado consumidor é o continente asiatico o qual
também corresponde aproximadamente 90% da area de cultivo e da producao
(SOSBAI, 2016). JA& na América do Sul, o Brasil se destaca como maior
produtor, e a regido Sul do pais como a principal zona orizicola. Nessa regido
brasileira foram obtidos ganhos substanciais na produtividade na udltima
década, obtendo média de 7,729 kg ha?' na safra 2017/18 (CONAB, 2018).
Entretanto, a produtividade ainda esta muito abaixo do potencial produtivo das
cultivares de arroz, que, podem chegar até 14,000 kg ha' (SOSBAI, 2016).
Dentre os fatores limitantes para produtividades proximas ao potencial
genético, destacam-se as doencas bidticas, que podem ocorrer em todas as
fases de desenvolvimento da cultura causando danos na producéo
(BORDIN et al., 2016). Os danos, causados por patdégenos no arroz, incluem a
reducdo do estande de plantas, do tecido fotossintético, no menor nimero e/ou
tamanho de gréo e sua qualidade industrial (BORDIN et al., 2016), bem como a
gualidade sanitaria e fisiolégica das sementes (SUNDER et al., 2014).

Entre os patdgenos que acometem a cultura do arroz irrigado, o fungo
Pyricularia oryzae Cav., agente causal da brusone, € o mais destrutivo,
comprometendo em até 100% o rendimento de grdos em anos epidémicos
(SOSBAI, 2016). Danos significativos no rendimento, de até 40%, também tém
sido relacionados a ocorréncia de Bipolaris oryzae Breda de Haan, agente
causal da mancha-parda (SUNDER et al., 2014). Nao obstante, doencas
consideradas secundarias ou de ocorréncia localizada, como a mancha ocular
(Drechslera gigantea Heald & F.A. Wolf) e da carie ou carvao preto do gréo
(Tilletia barclayana Bref.) ttm causado reducdes no rendimento e ou qualidade
de grdos em até 40%, dependendo do ano e da cultivar (ZEMOLIN et al.,
2009).
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Atualmente, o controle das doencas esta fundamentado na semeadura
de cultivares com resisténcia, completa ou parcial, adocao de praticas culturais
e uso de fungicidas. As praticas culturais mais utilizadas incluem uso de uma
adubacédo mineral equilibrada, semeadura em época recomendada, rotacdo de
cultura e a utilizacdo de sementes certificadas (SOSBAI, 2016). O uso de
cultivares resistente esta entre os meios mais eficazes e econdémicos de reduzir
os danos causados por patégenos, sem causar problemas ambientais. Porém,
cultivares com elevado nivel de resisténcia a varios patdgenos nado estao
disponiveis (SOARES et al., 2003; SOSBAI, 2016). Assim, o controle quimico,
com fungicidas aplicados tanto via tratamento de sementes quanto
pulverizacgédo foliar, € uma alternativa eficiente, economicamente viavel e capaz
de garantir maior produtividade e qualidade de grédos (BORDIN et al., 2016).

No entanto, variacbes de elementos climaticos podem tornar as
praticas atualmente empregadas no manejo das doencas insatisfatorias,
especialmente as que afetam a taxa de progresso da doenca, ja que as
mesmas estdo estritamente relacionadas com aspectos fisiologicos e
metabolicos da planta.

Entre as variagcOes climaticas, o didéxido de carbono (CO») se tornou
uma problematica a ser estudada pela comunidade cientifica, devido ao seu
constante aumento na concentracdo atmosférica, nos ultimos dois séculos
(ABDELGAWAD et al., 2016).

Para o arroz, estudos desenvolvidos indicam que o incremento na
disponibilidade de CO: confere alteracbes no seu metabolismo primario e
secundario (NOCTOR; MHAMDI, 2017; WILLIAMS et al., 2018). Assim, as
alteracdes metabdlicas na planta, causadas pelo aumento da concentracado de
CO. atmosférico, pode modificar a interacdo planta-patégeno. Entre os
patdégenos que acometem o arroz ha aqueles que tém relacdo parasitaria do
tipo biotréfico, hemibiotréfico e necrotréfico que apresentam estratégias de
ataque variadas e demandas nutricionais diferentes. Patégenos biotroficos séo
aqueles gue se alimentam da planta parasitada, mantendo a célula infectada
viva, na qual o patdgeno completa seu ciclo de vida; os necrotroficos séo
aqueles que matam as células concomitantemente com a infec¢cdo e extrai
nutrientes de tecidos vegetais mortos; os hemibiotréficos apresentam o inicio

da sua relacdo parasitaria como os bitréficos, porém apds estabelecidos na
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célula vegetal induzem a morte do tecido semelhantemente ao observado para
os necrotréficos (CHOWDHURY; BASU; KUNDU, 2017). Assim, a
concentracdo, acumulo e disponibilidade de nutrientes no tecido vegetal, como
a concentracado de carboidratos, pode alterar a dinamica da patogénese de
forma positiva ou negativa conforme o tipo de parasitismo (MORKUNAS;
RATAJCZAK, 2014).

Vale também ressaltar, que a eficacia do controle quimico pode ser
afetada pelo aumento do CO3, devido alterar o seu comportamento na planta.
Essa alteracdo se da pelo aumento na taxa de crescimento vegetal causado
pela maior disponibilidade de CO., resultando na diluicdo da concentragdo do
fungicida absorvido pela planta (GHINI, 2005; DELCOUR et al.,, 2015).
Também, ndo pode ser descartada a alteracdo na taxa de metabolizacdo do
ingrediente ativo, afetando o seu residual no tecido vegetal (GHINI, 2005.

No que tange a ocorréncia de doencas em condi¢cbes de elevada
concentragédo de COg, as informagdes disponiveis ainda sdo muito incipientes.
Alguns estudos realizados por meio da inoculacdo de plantas indicam que o
incremento (até 650 ppm) na disponibilidade de CO. confere aumento na
porcentagem de plantas infectadas por Rhizoctonia oryzae e P. oryzae
KOBAYASHI et al., (2006). Outro estudo realizado com diferentes cultivares de
arroz inoculadas com P. oryzae também indicou maior severidade da doenca
em condicbes de aumento de CO, (GORIA et al, 2013). Entretanto,
desconhecesse como ocorrera o desenvolvimento de doencas, causadas por
patdgenos com diferentes tipos de relacdo parasitaria, quando o inéculo inicial
€ de ocorréncia natural.

Nesse contexto, 0 objetivo com este estudo € agregar informacdes
sobre os efeitos da elevacdo da concentracdo do CO2 atmosférico, sobre
diferentes patosssitemas da cultura, por ocorréncia natural do patégeno sob

duas cultivares de arroz.
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2.2 Material e métodos
2.2.1 Area experimental (“open-top chambers”, OTC) e cultivo do arroz

As cultivares de arroz BRS Queréncia (Embrapa) e Inov CL (Ricetec)
foram utilizadas nos experimentos. A semeadura foi realizada em vasos
plasticos com capacidade 2 litros, contendo aproximadamente 1,5 kg de solo
peneirado. Ao solo foi adicionado fertilizante quimico, composto por 5% de
nitrogénio, 20% de fosforo e 20% de potassio, conforme as indicacdes técnicas
para a cultura do arroz irrigado (SOSBAI, 2016). Logo apdés a semeadura, 0S
vasos foram alocados em estufas de topo aberto (“open-top chambers”, OTC).

As OTCs tinham formato quadrangular e estrutura de madeira (4 m? e 2
m de altura) com as laterais protegidas por um filme plastico transparente de
polietileno, equipadas com um redutor de abertura do topo para deflexionar o ar
e, assim, prevenir a diluicdo da concentracdo desejada de CO: dentro da
estufa (Fig. 1a). A transferéncia do CO2 puro contido no cilindro para os OTCs,
ocorreu através de uma tubulacdo até atingir o controlador de fluxo, que faz a
regulagéo a quantidade de CO: distribuido em cada OTC (Figura 1a-d).

Sensores

Gas puro de CO,

Figura 1. Area experimental com estufas de topo aberto (“open-top chambers”,
OTC) (A), sensores de monitoramento da concentracdo da CO: (B) e
a central de controle e armazenamento dos cilindros de CO> (C e D).
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As concentragdes utilizadas foram 400 ppm CO: [considerada como
atual no ambiente (teste controle) ] e 700 ppm CO2 [concentracdo prevista para
no ano de 2050 (IPCC, 2014) ]. As OTCs estao situadas na area experimental
do campus Capéao do Ledo da Universidade Federal de Pelotas, localizada na
cidade de Capado do Le&o/RS (latitude 31° 48 03. 5’S, longitude 52° 24’
42.2°W. Gr.).

2.2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram organizados em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Na quantificagdo dos componentes de
resisténcia da mancha parda e da cérie do arroz foi considerado o esquema
fatorial 2 x 2 x 2, cujos fatores consistiram em duas cultivares (BRS Queréncia
e Inov CL), duas concentracbes de CO, (400 e 700 ppm CO2) e plantas
submetidas ou ndo a aplicacdo de fungicida. Para os componentes de
resisténcia da mancha ocular e brusone, foram considerados o esquema
fatorial 2 x 2 cujos fatores consistiram em duas concentracfes de CO; (400 e

700 ppm COy) e plantas com e sem aplicag&o do fungicida.

2.2.3 Aplicacéo do fungicida

Cinquenta (50) dias ap0s a semeadura no estagio fenologico Vg-Vio
(segundo escala de COUNCE, 2000), foi aplicado fungicida trifloxistrobina (100
g. L) + tebuconazol (200 g. L) na dose de 0,75 L hal. A aplicacéo foi realizada
pelo periodo da manhd com temperatura 27°C, utilizando um pulverizador
costal pressurizado por CO2, equipado com barra com 4 pontas contendo
pontas de jato plano em leque, série 110.02, espacadas em 50 cm, calibrado

para aplicar volume de calda de 200 L ha™.

2.2.4 Avaliacdo dos componentes de resisténcia

Mancha parda, brusone, mancha ocular e carie do arroz

A ocorréncia das doencas foi devido ao inéculo presente no ambiente,
nao sendo realizada inoculagdo das plantas. A mancha ocular foi avaliada na
cultivar BRS Queréncia, devido a Inov CL apresentar resisténcia completa a
D. gigantea. A brusone foi avaliada apenas na cultivar Inov CL, pois a BRS

Queréncia, mesmo sendo considerada suscetivel a M. oryzae, ndo apresentou
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a doenca. A mancha parda e céarie do arroz foram avaliadas em ambas as
cultivares em outro conjunto de plantas.

Setenta e oito (78) dias apds a semeadura no estagio fenoldgico Vo-Vio
(segundo escala de COUNCE, 2000), iniciaram-se as avaliagbes dos
componentes de resisténcia, conforme metodologia descrita por Dorneles et al.
(2017), na terceira, quarta e quinta folhas do colmo principal. Os componentes
de resisténcia avaliados foram: taxa de expansédo da les&o (r), comprimento
final da lesdo (CFL), nimero final de lesGes por cm? (NFL) e a severidade final
(SF) aos 114 dias apés a semeadura. A r indica a velocidade, em funcao do
tempo, da coloniza¢do dos tecidos da planta pelo patégeno. A r foi obtida por
meio da regressao linear das mensuracdes de cinco lesdes em uma folha por
planta, de cada repeticdo, a cada 24 h apds o inicio das avaliagbes. O CFL
(mm) foi medido aos 114 dias apdés a semeadura (Das) em cinco lesdes,
selecionadas aleatoriamente, na regido central de duas folhas de uma planta
por repeticdo, utilizando-se um paquimetro eletronico digital. A SF em
porcentagem (%), da mancha parda, mancha ocular e brusone foram
estimadas através do software para quantificacdo de doencas de plantas
QUANT® (UFV, Brasil).

A avaliacdo da carie do arroz foi realizada em plantas no estagio de
maturacao fisiologica, por meio da quantificacdo da incidéncia e severidade da
doenca. A incidéncia de T. barclayana foi determinada por meio da contagem
do numero de paniculas por planta que apresentavam os sintomas da doenca.
A severidade da doenca foi estimada em 10 paniculas por repeticdo de cada
tratamento pela contagem do numero de graos cariados (identificados, pela
presenca de massa negra de esporos) em relacdo ao total de grdos por

panicula.

2.2.5 Andlises dos dados

Para evidenciar a normalidade dos dados foi aplicado o teste de
Shapiro Wilk, para todas as variaveis realizadas nos experimentos. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Student (teste-t) no software SAS (SAS

Institute, 1989, Cary, NC).
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2.3 Resultados
Mancha parda

O B. oryzae foi afetado negativamente pela elevagéo da concentracao
do CO: atmosférico conforme indicado pelos componentes de resisténcia
(Tabela 1).

A r, CFL e Sev nas plantas da cv. BRS Queréncia, sem fungicida e a
400 ppm de CO. atmosférico, foi maior em 30, 13 e 41%, respectivamente,
guando comparado a cv. Inov CL (Tabela 1). Com aplicagcdo do fungicida, a
400 ppm de CO, plantas da cv. BRS Queréncia apresentaram o NFL, r e Sev,
respectivamente, 140, 28 e 27% maior quando comparado a cv. Inov CL. Ja a
700 ppm de COy, a Sev foi 31,64% menor para cv. Inov CL, quando comparado
a cv. BRS Queréncia.

Tabela 1. Numero final de lesbes (NFL), taxa de expansdo da leséao (r),
comprimento final da leséo (CFL) e a severidade (Sev), da mancha
parda em plantas das cultivares BRS Queréncia e Inov CL
cultivadas em ambiente enriquecido ou ndo, com CO», sem (-F) e
com (+F) aplicacdo de fungicida trifloxistrobina + tebuconazol.

NFL (cm?) r
Cultivar 400 ppm 700 ppm 400 ppm 700 ppm
-F +F -F +F -F +F -F +F
BRS 9,66a 8,70a 4,83a 4,56a 0,13a 0,09b 0,09a 0,08a
Queréncia A B A A* A B A* A
Inov CL 6,37a 3,62b 8,06a 5,50a 0,10b 0,07a 0,09a 0,06a
A B A A A B A* B*
CV% 15,0 20,0
CFL (mm) Sev (%)
Cultivar 400 ppm 700 ppm 400 ppm 700 ppm
-F +F -F +F -F +F -F +F
BRS 4,8la 3,85a 3,88a 4,02a 34,25a 20,62a 22,25a 19,75a
Queréncia A B A* A A B A* B
Inov CL 4,23b 4,07a 3,95a 3,5la 24,25b 16,25b 17,75a 13,50b
A B A A* A B A* A*
CV% 22,0 24,0

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste - t
(p =0,05) comparando cultivares. Letras maiusculas na linha, compara as médias da aplicagao
ou ndo do fungicida trifloxistrobina + tebuconazol, dentro de cada concentracdo de CO: pelo
teste - t (p <0,05). * refere-se a diferenga significativa, pelo teste - t (p<0,05) em relagéo ao
tratamento, entre as concentracdes de COx.
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Quando comparado com o efeito do fungicida, nas plantas a 400 ppm
de CO2, que receberam a aplicacéo do fungicida, apresentaram o NFL, r, CFL e
a Sev, menor em 10, 30, 20 e 40%, respectivamente, para cv. BRS Queréncia,
enquanto, para cv. Inov CL a reducao foi de 43, 30, 4 e 33% quando
comparado a plantas sem fungicida. Nas plantas a 700 ppm de CO., a
aplicacdo do fungicida, reduziu ar e a Sev em 33 e 24% para cv. Inov CL
(Tabela 1).

Quando comparado o efeito da concentracdo de CO,, plantas a 700
ppm de CO2 e sem fungicida, apresentaram decréscimo na r, CFL e Sev em 30,
19 e 35% na cv. BRS Queréncia, enquanto que para cv. Inov CL a reducao foi
de 10 e 27% respectivamente para a r e a Sev, quando comparado a plantas
cultivadas a 400 ppm de CO: e sem fungicida. Plantas com fungicida, a 700
ppm de CO., da cv. BRS Queréncia apresentaram reducao de 47% no NFL, e
da cv. Inov CL a reducao foi de 14, 13, e 17% respectivamente para r, CFL e
Sev, quando comparado a plantas cultivadas a 400 ppm de CO:
(Tabela 1).

Na figura 2a e 2b esta demonstrada a diferenca na severidade, nUmero
e tamanho de lesGes da mancha parda nas folhas das duas cultivares de arroz,
gue receberam ou nao aplicacdo de fungicida, cultivada a 400 ppm e em 700

ppm de CO..

27



. 400 ppm BRS Queréncia 00 ppm (a 400 ppm Inov CL 700ppm ®

F

Figura 2. Severidade da mancha parda em folhas bandeira de plantas das
cultivares BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente com
400 ou 700 ppm de CO2, e sem (-F) ou com (+F) aplicacdo de

fungicida trifloxistrobina + tebuconazol.

Nas folhas das plantas da cv. BRS Queréncia a 400 ppm de CO2, sem
fungicida, observa-se grande numero de lesGes por unidade de area foliar. As
lesbes, de formato ovalado, apresentam desenvolvimento caracteristico da
mancha parda, apresentando o centro necrosado e um halo com intensa
clorose. J4, para as plantas tratadas com fungicida, observa-se menor nimero
de lesdes com desenvolvimento caracteristico da doenca, predominando
lesbes pequenas e escuras com pequeno halo clorético nas bordas (Figura 2a).
Nas folhas das plantas a 700 ppm €é observado menor numero de lesGes as
guais também foram menores, comparado as plantas a 400 ppm, independente
da aplicagdo do fungicida. Verifica-se nas plantas tratadas com fungicida que
poucas lesbes se desenvolveram e formaram halo clorotico (Figura 2a). Para a
cv. Inov CL sem fungicida, a 400 ppm, ha presenca de lesdes grandes, porém

em menor numero, quando comparado a cv. BRS Queréncia sem fungicida,
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além do halo clorético mais atenuado (Figura 2b). Ja para as plantas com
fungicida, além do numero de lesBes menor que as plantas sem fungicida, as
lesdes tiveram seu desenvolvimento mais restrito, formando pequenos pontos
escuros com halo clorético restrito (Figura 2b). A 700 ppm, verifica-se reducao
no tamanho e no nimero de lesGes por unidade de area, especialmente nas

plantas tratadas com fungicida.

Mancha ocular

A mancha ocular foi favorecida pela elevagao da concentragéo de CO>
atmosférico. As plantas de arroz sem fungicida a 700 ppm de CO:
apresentaram acréscimo de 300, 27 e 44%, respectivamente, para o r, CFL e
Sev, quando comparado a plantas cultivadas a 400 ppm (Tabela 2). Para
plantas de arroz com fungicida a 700 ppm de CO», o r e 0 CFL aumentaram,
respectivamente em 200 e 47% quando comparado a plantas cultivadas a

400 ppm de CO: (Tabela 2).

Tabela 2. Numero final de lesbes (NFL), taxa de expansédo da lesao (r),
comprimento final da leséo (CFL) e a severidade (Sev) da mancha
ocular em plantas da cultivar BRS Queréncia cultivadas em
ambiente com 400 ou 700 ppm de CO2, sem (-F) e com (+F)
aplicacao de fungicida trifloxistrobina + tebuconazol.

Concentracdes NFL (cm?) r CFL (mm) Sev (%)
(ppm) -F -F -F +F -F +F -F +F
400 12,12a 12,12a 0,01b 0,01b 4,090 3,16b 26,50b 18,0a

A A A A A B A B
700 5,46b  5,46b 0,04a 0,03a 5,18a 4,64a 38,25a 19,0a

A A A A A A A B
CV% 10,0 12,0 8,0 15,0

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste - t
(p =0,05) comparando as concentragdes de CO.. Letras mailsculas na linha, compara as
médias da aplicag&o ou ndo do fungicida pelo teste - t (p <0,05).

A aplicacao do fungicida nas plantas de arroz a 400 ppm reduziu o CFL
e Sev em 23 e 32%, respectivamente. Nas plantas cultivadas a 700 ppm a
reducdo na Sev pela aplicacao do fungicida foi de 50% (Tabela 2).

Na figura 3 estd demonstrada a variacdo na severidade, nimero e
tamanho de lesdes da mancha ocular nas folhas da cv. BRS Queréncia
cultivada a 400 ppm ou 700 ppm de CO, sem e com aplicacado foliar de

fungicida.
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Figura 3. Severidade da mancha ocular em folhas de plantas de arroz da
cultivar BRS Queréncia cultivadas em ambiente com 400 ou 700
ppm de CO2 sem (-F) ou com (+F) aplicagdo de fungicida

trifloxistrobina + tebuconazol.

A 400 ppm, nas folhas da cv. BRS Queréncia sem fungicida, as lesdes
sdo ovais ou circulares de cor marrom ou pardas com centro acinzentado e
contorno marrom avermelhado, ocorrendo a coalescéncia de vérias lesbes
originando grande extenséo de tecido afetado. Ja para as plantas tratadas com
fungicida, as lesbes foram menores, em menor numero e raramente
apresentaram coalescéncia (Figura 3). A 700 ppm, nas folhas das plantas sem
fungicida foi observado maior niumero de lesGes por unidade de area foliar, as
guais se expandiram, apresentando o centro acinzentado e com halo bem
intenso, levando a formacdo de zonas cloréticas na folha devido a frequente
coalescéncia de lesbes. J4 para as plantas tratadas com fungicida, também
foram observadas lesGes nas folhas, porém em menor nimero e estas
apresentaram pouco desenvolvimento e o halo restrito a suas bordas
(Figura 3).
Brusone
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A elevacdo da concentracdo de CO: atmosférico favoreceu o
desenvolvimento da brusone. O fator CO: foi significativo para quase todas as

variaveis, independente da aplicacao do fungicida (Tabela 3).

Tabela 3. Numero final de lesdes (NFL), taxa de expansao da leséo (r),
comprimento final da leséo (CFL) e a severidade (Sev), da brusone
em plantas da cultivar Inov CL cultivadas em ambiente enriquecido
ou ndo, com CO,, sem (-F) e com (+F) aplicacdo de fungicida
trifloxistrobina + tebuconazol.

Concentragdes NFL (cm?) r CFL (mm) Sev (%)
(ppm) -F +F -F +F -F +F -F +F
400 2,33a 1,52b 0,05a 0,05b 5,61b 5,18b 19,0b 17,52a

A A A A A A A A
700 2,8la 2,18a 0,08a 0,09a 7,85a 7,10a 24,0a 19,51a

A A A A A A A A
CV% 8,0 18,0 25,0 20,0

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste - t
(p <0,05) comparando as concentracées de CO2. Letras mailsculas na linha, compara as
médias da aplicacdo ou ndo do fungicida pelo teste - t (p <0,05).

Na auséncia do tratamento com fungicida, plantas de arroz a 700 ppm
de CO: apresentaram aumento de 40 e 26%, respectivamente, no CFL e na
Sev da brusone, quando comparadas as plantas cultivadas a 400 ppm (Tabela
3). Na presenca do tratamento com fungicida, nas plantas de arroz a 700 ppm
de CO2, o r e o CFL aumentaram, respectivamente, em 80 e 37% quando
comparado a plantas cultivadas a 400 ppm de CO2 (Tabela 3). O fator fungicida
nao foi significativo para o r, CFL e a severidade (Tabela 3).

A figura 4 demonstra a variacdo na severidade, numero e tamanho de
lesbes da brusone na cv. BRS Queréncia cultivada a 400 ppm ou 700 ppm de

CO., sem e com aplicacéo foliar de fungicida.
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700 ppm

Figura 4. Severidade da brusone em folhas de plantas de arroz da cultivar
Inov CL cultivadas em ambiente com 400 ou 700 ppm de CO», sem
(-F) ou com (+F) aplicacdo de fungicida trifloxistrobina +
tebuconazol.

A 400 ppm, nas folhas da cv. Inov CL sem fungicida, foi observado
lesbes de formato losangular a ovalado, com o centro cinza e bordas marrom-
avermelhada, circundadas por um halo amarelado. Ja para as plantas tratadas
com fungicida, também foram observadas lesdes nas folhas, porém estas
foram em menor nimero por unidade de area foliar (Figura 4). A 700 ppm, nas
folhas das plantas sem fungicida foi observado maior nimero de lesdes, de
formato eliptico e com extremidades agudas e halo clorético bem intenso, que
se expandiram no sentido das nervuras gerando pontos coalescéncia. Ja para
as plantas tratadas com fungicida, também foram observadas lesbes de
formato eliptico e com extremidades agudas, que se expandiram no sentido
das nervuras, porém o numero de pontos coalescéncia foram menores
(Figura 4).
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Cérie do arroz

hY

Plantas da cv. Inov CL, com fungicida, a 400 ppm de COg,
apresentaram menor incidéncia e severidade da carie, respectivamente em 39
e 58% quando comparadas com a cv. BRS Queréncia (Tabela 4). N&o ocorreu
diferenca entre as cultivares na auséncia de fungicida (Tabela 4). Enquanto, a
700 ppm de CO2, a severidade foi 65% menor, em plantas com fungicida, da
cv. Inov CL, quando comparado a cv. BRS Queréncia (Tabela 4).

Tabela 4.Incidéncia e severidade da carie do arroz em plantas das cultivares
BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente com 400 ou
700 ppm de CO2 sem (-F) ou com (+F) aplicacdo de fungicida

trifloxistrobina + tebuconazol.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Cultivares 400 ppm 700 ppm 400 ppm 700 ppm
-F +F -F +F -F +F -F +F
BRS 58,31a 67,91a 53,37a 69,48a 9,73a 17,45a 12,4l1a 17,32a
Queréncia A A A A A A A A
Inov CL 46,17a 41,33b 63,39a 54,37a 10,8a 7,36b 6,26a  6,03b
A A A* A A A A A
CV% 38,0 28,0

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste - t
(p =0,05) comparando cultivares. Letras maiusculas na linha, compara as médias da aplicagéo
ou ndo do fungicida trifloxistrobina + tebuconazol, dentro de cada concentracdo de CO: pelo
teste - t (p <0,05). * refere-se a diferencga significativa, pelo teste - t (p<0,05) em relagcédo ao
tratamento, entre as concentracdes de COo.

Quando comparado o efeito do fungicida, ndo ocorreu diferenca
significativa para as variaveis avaliadas, para ambas as cultivares,
independente da concentracéo de CO, (Tabela 4).

Quando comparado o efeito do CO2, plantas sem fungicida, a 700 ppm
de CO2, apresentaram maior incidéncia da carie em 37% na cv. Inov CL

(Tabela 4) quando contraposto a plantas cultivadas a 400 ppm de COa..
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2.4 Discussao

Os resultados apresentados nesse estudo demonstram que a elevagao
da concentracdo de CO. atmosférica causa alteragcbes no comportamento
epidemioldgico de doencas do arroz variavel com a forma de parasitismo do
patdgeno. Estas observacbes foram registradas para a mancha parda e
mancha ocular, ambas causadas por patégenos necrotroficos, e a brusone,
causada por patdogeno hemibiotréfico, todavia, sem efeito expressivo sobre a
carie do arroz, causada por patégeno biotrofico.

A compreensdo desse acontecimento é elucidada ao se observar a
resposta dos componentes de resisténcia para cada patossistema. Esses
componentes sdo compostos por variaveis, que, quando sumarizadas,
representam a capacidade da planta em retardar ou inibir a infeccdo, a
colonizacéo e a reproducdo do patdégeno, no seu tecido (DALLAGNOL et al.,
2009).

Dessa forma, a elevagcdo da concentracdo de CO2 de 400 ppm para
700 ppm afetou, de acordo com cada patossistema, a taxa de expansao da
lesdo (r), que influencia diretamente no comprimento final da lesdo (CFL), e o
numero final de lesdes (NFL) por area foliar, que também € influenciado pela
capacidade de penetracdo do patégeno nas células da epiderme (DORNELES
et al.,, 2017), a qual é principal via de infeccdo de fungos causadores de
doencas foliares (MENGISTE, 2012). O somatorio do comportamento dessas
variaveis resultara no valor da severidade da doenca (DORNELES et al., 2017).

Assim, tomados em conjunto, os dados desse estudo mostram que nas
plantas de arroz quando cultivadas em condicbes de CO: elevado, ocorre
atenuacao da severidade da macha parda, enquanto que para a severidade da
macha ocular e da brusone é intensificada

Até o momento, ainda ndo haviam sido realizadas pesquisas sobre
aumento da concentragdo do CO:» atmosférico para os patdgenos como
B. oryzae, D. gigantea e T. barclayana. No entanto, para R. oryzae e P. oryzae,
as concentracbes de CO, atmosférico, entre 544 a 650 ppm, proporcionaram
aumento na incidéncia e severidade das doencas em plantas de arroz, sendo
relacionado com a menor concentracdo de silicio nas mesmas. Sendo o silicio

um elemento crucial para as plantas por compor constituintes de acédo de
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defesa estrutural e bioquimica do tecido vegetal (DALLAGNOL et al. 2009;
2011).

Dessa forma, o estudo dos componentes de resisténcia, além de
permitir a separagdo dos gendtipos quanto aos niveis de resisténcia, também
pode fornecer evidéncias sobre o0s possiveis mecanismos envolvidos na
suscetibilidade ou resisténcia da planta ao patdégeno, que pode ser de origem
estrutural ou bioquimica (ZHANG et al., 2013). Nos mecanismos bioquimicos
se encontram diversas substancias, oriundas tanto do metabolismo primario,
guanto do secundério, como forma de atenuar os efeitos deletérios causados
pelo patégeno (DALLAGNOL et al., 2013; DORNELES et al., 2017).

Simultaneamente, as pesquisa tém demonstrado que a elevacao do
CO2 na atmosfera, promove nas espécies cultivadas alteracbes a nivel de
transcriptoma, metaboloma e proteoma (MISRA; CHEN, 2015; XU et al., 2015).
Para o arroz as evidéncias indicam que o incremento na disponibilidade de CO:
confere inimeras alteracfes, entre elas, o0 aumento na atividade fotossintética,
na concentracdo de carboidratos e compostos fendlicos, na atividade de
enzimas e do potencial redox celular (GOUFO et al., 2014; ZHU et al., 2014;
MHAMDI; NOCTOR, 2016).

Para a mancha parda, na interagdo entre o arroz - B. oryzae, 0
patdgeno objetiva colonizar o tecido do hospedeiro para obter nutrientes, para
isso, dispbem de enzimas e toxinas, com funcdo de desencadear o colapso
celular através da producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio
(SUNDER et al., 2014). Diante disso, pressupomos que 0s menores valores da
severidade da mancha parda em altas concentracbes de CO, esteja
relacionado ao possivel aumento nos niveis de compostos antioxidantes,
incluindo os enzimaticos e nado-enzimaticos, aumentando a capacidade
antioxidante da planta e atenuando os niveis das espécies reativas de oxigénio,
reduzindo os seus efeitos deletérios.

Ademais, altas concentracdes de CO2 mostram ter influéncia positiva
na fotossintese, elevando a sua taxa liquida, consequentemente originando e
potencializando o acumulo de substancias ricas em energias (agucares)
(MISRA; CHEN, 2015). Embora nao tenham sido quantificados neste estudo,
acredita-se que 0 aumento na concentracdo de agucares nas plantas de arroz

cultivadas em elevada concentracdo de CO., tenha influenciado na atenuagéo
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da mancha parda e intensificado a severidade da brusone. Estudo realizado
por Dallagnol et al. (2013) constatou que 0 aumento na concentracdo de
acucares no arroz foi desfavoravel para o progresso da mancha parda.

Os acucares, além de ser a fonte de energia para a sintese de
metabolitos secundarios associados com a defesa da planta contra patdégenos
(MOHAMMAD; WIM, 2012), promovem o acumulo de peroxido de hidrogénio,
nas fases iniciais da infeccdo, a expressdo de PR proteinas e atuam como
moléculas priming, ativando a cascata de sinalizagbes (MORKUNAS;
RATAJCZAK, 2014).

Em contrapartida, para determinadas doencas, principalmente aquelas
causadas por patdgenos biotréfico ou hemibiotréfico, como a P. oryzae, o
aumento na concentracdo de acgucares, influencia na suscetibilidade do
hospedeiro (CHOWDHURY et al.,, 2017). Plantas de arroz com maior
severidade da queima bacteriana, causada por Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, apresentaram maior concentracdo de acucares (DATNOFF etal.,
2007), bem como, Prabhu et al. (2007) verificaram que as folhas de arroz com
maior severidade de brusone, foram as que apresentaram maior concentracao
de acucares.

Entretanto, para a mancha ocular por ser uma doenca relatada
recentemente na cultura, informacbes sobre a forma de parasitismo de
D. gigantea, ainda se encontram limitadas, sendo dificil, supor as vias que
proporcionaram essa interacdo positiva e também de que forma isso foi
influenciado pelo CO..

Em relacdo ao controle quimico, de maneira geral sua efetividade é
dependente da combinacgéo correta de inGmeros fatores, dentre eles a dose e a
época de aplicacdo (STEFANELLO et al., 2012). Assim, a ocorréncia das
doencas aos 28 dias ap6s a aplicacdo do fungicida, resultou em sua baixa
eficacia, devido estar findando o periodo residual de controle para os
ingredientes ativos utilizados. Entretanto, vale ressaltar que a 700 ppm de CO»
a severidade da mancha parda e da mancha ocular foi reduzida em resposta
ao fungicida, principalmente na cv. BRS Queréncia, classificada como mais
suscetivel a doencas. As informacdes sobre as intera¢des entre pesticidas e o
aumento do CO2, ainda sao sucintas na literatura. Entretanto, Gilardi et al.

(2017) relataram que a eficacia do mancozebe e da azoxistrobina no controle
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de Phoma betae em beterraba, foi significativamente melhorada em 15,3% e
20,6%, respectivamente, sob 800-850 ppm de CO: e 22-26°C, em comparagao
com a eficicia observada sob condic¢des atual de CO..

Para a T. barclayana de maneira geral, tanto o fator CO2, quanto o fator
cultivar ou até mesmo a aplicacdo do fungicida, ndo apresentaram influéncia na
sua incidéncia e severidade. O efeito da fertilizagdo com CO> em fungos
biotréficos tem demonstrado ser variavel, conforme as informagfes disponiveis
na literatura, havendo casos de aumento e casos de reducao da severidade da
doenca, sendo essas variacfes associadas a variacdo do sistema inato de
defesa do hospedeiro em consequéncia do CO, (LUCK et al, 2011;
ABDELGAWAD et al.,, 2016; WILLIAMS et al.,, 2018). Ademais, a baixa
eficiéncia do fungicida para a céarie do arroz, possivelmente, esteja relacionado
a sua aplicacdo precoce, nesse estudo, em estagio vegetativo. Segundo
Zemolin et al. (2009) aplicagdes de trifloxistrobina + propiconazol no final do
emborrachamento e pré-florescimento sdo as épocas mais indicadas como
tentativa de controle dessa doenca.

Em resumo, as alteracbes no metabolismo e processos fisiologicos,
causadas pela maior disponibilidade de CO2 na atmosfera, pode resultar, de
maneira indireta ou direta, no incremento da resisténcia das cultivares de arroz
aos mais variados estresses (ABDELGAWAD et al., 2016; WILLIAMS et al.,
2018). No entanto, para o estresse biotico causado por patdégenos, € temerario
concluir sobre uma tendéncia geral, se essas alteracbes metabdlicas e
fisiologicas serdo positivas ou negativas, para um anico vértice do triangulo da
doenca. O que podemos observar é que cada patossistema se comporta de
forma especifica diante do incremento da concentracdo de CO», demonstrando
a necessidade de investigar quais mudancas no hospedeiro em consequéncia
do aumento do CO: influenciam na maior ou menor severidade da doenca.
Essas informacdes serdo uteis para melhoristas de plantas no desenvolvimento
de cultivares e fitopatologistas para as estratégias de uso das medidas de

manejo de doencas de plantas em condicdes futuras.
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3 Capitulo 2. Respostas bioquimicas do arroz contra Bipolaris oryzae
aumentam em elevada concentragdo atmosférica de COa.

3.1 Introducéo

A mancha parda do arroz, causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Breda
de Haan) Shoemaker teleomorfo Cochiliobolus miyabeanus (S. Ito & Kurib)
ocorre em todas as regifes orizicolas e é considerada uma das principais
doencas da cultura. Como ocorrido na “Fome de Bengala em 1942” (SUNDER
et al., 2014), esse patdgeno, quando assume carater epidémico, pode causar
reducdo no rendimento de graos de até 90%. O dano esta associado a reducao
no menor numero e peso de graos por panicula, bem como a sua menor
gualidade devido ao escurecimento e reducdo da porcentagem de graos
inteiros apos beneficiamento (BARNWAL et al., 2013).

O dano no rendimento esta relacionado a ocorréncia do patégeno na
panicula, causando a esterilidade dos 6rgéaos florais, e também pelo impacto
negativo da mancha parda na area foliar e capacidade fotossintética da planta,
devido a clorose e a necrose do tecido vegetal (SUNDER et al.,, 2014;
DALLAGNOL et al., 2015). A clorose e a necrose sao resultado da acdo das
toxinas Ofiobolina A e Ofiobolina B, produzidas pelo fungo e secretadas
durante o seu processo de colonizacado, contribuindo substancialmente para a
severidade da doenca (XIAO et al., 1991). As toxinas atuam suprimindo as
defesas das plantas ou agindo em pontos especificos na célula do hospedeiro,
principalmente no processo fotossintético, levando ao estresse oxidativo e a
ocorréncia da peroxidacao lipidica, que consequentemente resulta no colapso
celular (DALLAGNOL et al., 2011; MENGISTE et al., 2012).

Atualmente, o manejo da doenca esta fundamentado no uso de
praticas culturais para reducédo do inoculo inicial, como rotacdo de culturas e
sementes sadias, e medidas para reducéo da taxa de progresso da doenca por
meio do uso de cultivares mais resistentes, aplicacdo de silicio e uso de
fungicidas, tanto no tratamento de sementes, quanto na aplicacdo via foliar
(SUNDER et al., 2014). No entanto, varia¢cdes dos elementos climaticos podem
tornar as praticas atualmente empregadas no manejo da mancha parda

insatisfatorias, especialmente as que afetam a taxa de progresso da doenga, ja
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gue as mesmas estdo estritamente relacionadas com aspectos fisiolégicos e
metabdlicos da planta.

Dentre os elementos climéticos estéd o diéxido de carbono (CO>) o qual
tem apresentado um acelerado aumento na sua concentracdo atmosférica nos
ultimos anos passando de 280 ppm para 379 ppm em 2005. Além disso,
estima-se que se a tendéncia persistir no ano 2100, a concentracéo
atmosférica de CO; estara em torno de 750 a 1020 ppm (IPCC, 2014).

Do ponto de vista fisiolégico, geralmente a elevacdo da concentracao
de CO2 atmosférico promove beneficios para a planta, através de alteracdes no
metabolismo e crescimento (XU; JIANG; ZHOU, 2015). Entretanto, €
importante destacar que, essas alteracdes morfofisioldgicas na planta, podem
modificar a intensidade de ocorréncia de algumas doencas por interferir na
relacdo patogeno-hospedeiro (CHAKRABORTY et al.,, 2008; EASTBURN;
MCELRONE; BILGIN, 2011). Acredita-se que as alteracdes podem afetar a
durabilidade efetiva da resisténcia das plantas devido ao desenvolvimento
acelerado das populacfes dos patdégenos ou, também, alteracdo das respostas
de defesas da planta contra o agente patogénico (EASTBURN; MCELRONE;
BILGIN, 2011). Alguns estudos foram desenvolvidos em situacbes de
atmosfera controlada na busca por respostas, porém ainda ndo esta claro qual
sera o efeito das mudancas climaticas na severidade das doencas dentre o0s
mais variados patossistemas (CHAKRABORTY et al., 2005; 2011).

N&do obstante, devido a escassez de pesquisas em relacdo ao
comportamento de patdgenos e sua importancia epidemiologica neste cenario
atual, no qual sdo estipuladas mudancas drasticas no clima mundial,
guestionamentos comecam a ser levantados sobre as consequéncias das
alteracoes na interacdo patdégeno-hospedeiro. Dentre os inUmeros vértices que
compBem as interacbes que resultam em resisténcia ou suscetibilidade do
hospedeiro, o sistema antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico,
desempenham papel fundamental nas defesas de plantas a patégenos (XU;
JIANG; ZHOU, 2015). Considerando que B. oryzae estabelece relacao
parasitaria necrotréfica com seus hospedeiros, causando estresse oxidativo na
planta, especialmente pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),

para matar as células hospedeiras e, assim, obter seus nutrientes (MENGISTE,
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2012), o sistema antioxidante tem capacidade para manter o equilibrio entre a
producéo e a remoc¢éao de ROS (BARBOSA et al., 2014).

Neste contexto, a hipOtese deste estudo é que o aumento na
concentracdo de CO2 atmosférico pode potencializar as respostas de defesa,
como, por exemplo a atividade de enzimas hidrolases (quitinase) e
oxidoredutases (superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidades,
peroxidase, polifenoloxidase), a concentracdo de compostos fendlicos e lignina,
bem como, atenuar o dano as membranas celulares e o extravasamento de
eletrolitos. Para testar esta hipOtese, as respostas de defesa
supramencionadas foram quantificadas em diferentes momentos da
patogénese de B. oryzae em plantas de arroz de uma cultivar resistente e uma
suscetivel a mancha parda [segundo a classificacdo da SOSBAI (SOSBAI,
2016) ] cultivadas em ambiente com 400 e 700 ppm de CO> atmosférico.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Area experimental (“open-top chambers”, OTC) e cultivo do arroz

As cultivares de arroz BRS Queréncia (Embrapa® e Inov CL
(Ricetec®), suscetivel e resistente, respectivamente, segundo a classificacdo da
SOSBAI (SOSBAI, 2016), foram utilizadas nos experimentos. A semeadura foi
realizada em vasos plasticos com capacidade de 2 litros, contendo
aproximadamente 1,5 kg de solo peneirado, que teve sua fertilidade quimica
corrigida conforme as indicacfes técnicas para a cultura do arroz irrigado
(SOSBAI, 2016), sendo na sequéncia, alocados em suas respectivas OTCSs.

As estufas de topo aberto (“open-top chambers”, OTC) conforme
descrito no capitulo 1, foram reguladas para as concentracées, de 400 ppm
COo, pois é considerada como atual no ambiente (teste controle) e em 700 ppm
COo, prevista para no ano de 2050 (IPCC, 2014).

3.2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram organizados em delineamento inteiramente
casualizado. Para a quantificagdo dos componentes de resisténcia foi
considerado o esquema fatorial 2 x 2 onde os fatores consistiram em duas

cultivares (BRS Queréncia e Inov CL) e duas concentracdes de CO2 (400 e 700
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ppm CO2), com quatro repeticbes cada uma consistindo de uma planta. Para a
quantificacdo dos extravasamentos de eletrélitos foi considerado o esquema
fatorial 2 x 2 x 2 onde os fatores consistiram em duas cultivares (BRS
Queréncia e Inov CL), duas concentracdes de CO> (400 e 700 ppm COy) e
inoculacdo (com ou sem inoculagcdo com B. oryzae) com quatro repeticdes
cada uma consistindo de uma planta. Para as analises bioquimicas foi
considerado o esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 5 onde os fatores consistiram em
duas cultivares (BRS Queréncia e Inov CL), duas concentracdes de CO» (400 e
700 ppm COy), inoculacdo (com ou sem inoculagdo com B. oryzae) e tempos
de amostragem (12, 24, 48, 72 e 96 horas apds a inoculacdo) com quatro
repeticdes cada uma consistindo de uma planta. O experimento foi repetido

duas vezes.

3.2.3 Obtencédo do inoculo, procedimento de inoculacdo e avaliacdo dos

componentes de resisténcia

O isolado LIPP042015 de B. oryzae utilizado no estudo foi obtido a
partir de sementes contaminadas da cultivar IRGA 424. A preservacao do
fungo foi pelo método do papel filtro em frasco de vidro contendo silica gel a
4°C (DALLAGNOL et al., 2009). E para o seu cultivo em meio de cultura,
pedaco do papel filtro contendo o fungo foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultivo a base de batata-dextrose-agar (BDA) a 25 °C e
fotoperiodo de 12 h.

O preparo da suspensao de inoculo foi conforme descrito em Dallagnol
et al. (2009) e a inoculacéo realizada em folhas de plantas de arroz no estagio
fenolégico V7-Vg [segundo escala de Counce, (2000) ] por meio da pulverizacao
da suspensédo de 1 x 10* conidios por mL* com auxilio de atomizador manual
(Tecblas, REF: 359 — 60 mL / Porto Alegre, Brasil). Imediatamente apds a
inoculacao, as plantas foram mantidas em condicdes de camara Umida, com
umidade relativa superior a 95%, com auxilio de umidificador (Soniclear®,
Waterclear Max) a 25 + 2 °C. Apés 48 horas a condicdo de camara Umida foi
retirada e as plantas permanceram em ambiente com umidade relativa em
torno de 70%, temperatura de 25 = 2 °C. As plantas controles, n&o inoculadas,

foram pulverizadas com agua destilada e expostas as mesmas condi¢des das
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plantas inoculadas. As plantas permaneceram dentro das respectivas OTCs
durante as 48 horas de camara Umida.

Os componentes de resisténcia eficiéncia relativa de infeccéo (ERI),
namero inicial de lesao (NIL), numero final de lesdo (NFL), taxa de expansédo
da leséo (r); comprimento final da leséo (CFL); e a severidade final (SF) foram
avaliadas, seguindo a metodologia descrita por Dallagnol et al. (2009). As
avaliacoes da r, CFL e SF ocorreram em folhas da parte superior (oitava,
sétima e sexta folha) e inferior da planta (quarta, terceira e segunda folha) do
colmo principal, de acordo com a Figura 5, devido a taxa de progresso da
mancha parda ser mais intensa em folhas mais velhas.

A ERI é a proporcéo, em porcentagem, de conidios que conseguiram
estabelecer sitio de infecgdo. Para obter a ERI, duas laminulas (20 x 20 mm)
por repeticAo de cada tratamento foram aderidas na superficie adaxial das
folhas antes da inoculagéo, e, posteriormente, realizada a contagem do nimero
de conidios sob microscoépio. Transcorridas 24 horas do periodo de incubacéo,
com auxilio de uma lupa de bolso foi realizada a contagem do numero de
lesdes por cm? de area foliar. A razdo entre o nimero de lesdes cm? e o
nuimero de conidios por cm? foi definido como a ERI. O NIL (cm?) foi
guantificado apds o ERI, e indica o nimero de sitios de infeccdo por unidade
de area. O NFL (cm?) foi quantificado ao final das avaliagGes, e indica o
namero de sitios de infeccdo por unidade de area que efetivamente se
desenvolveram. A r indica a velocidade, em funcédo do tempo, da colonizacéo
dos tecidos da planta pelo patdégeno. A r foi obtida através da regressao linear
das mensuracdes de cinco lesées em uma folha por planta, de cada repeticao,
a cada 24 h apos o periodo de incubacéo. O CFL (mm) foi medido aos 17 dias
ap6s a inoculacdo (dai) em cinco lesdes, selecionadas aleatoriamente, na
regido central de duas folhas de uma planta por repeticdo, utilizando-se um
paguimetro eletrénico digital. A SF em porcentagem (%) da mancha parda foi
estimada através do software para quantificacdo de doencas de plantas
QUANT® (UFV, Brasil) aos 17 dai.
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Figura 5. Representacao da parte superior e inferior da planta de arroz, onde
foram quantificados a taxa de expansao de leséo (r), comprimento

final de leséo (CFL) e severidade (Sev) da mancha parda.

3.2.4 Determinacdo da atividade das enzimas, concentracdo de compostos
fendlicos soluveis totais (CFST), derivados lignina-acido tioglicdlico

(DLATG), de aldeido malbnico e extravasamento de eletrélitos (EE).

As analises bioquimicas foram realizadas utilizando todas as folhas do
colmo principal de cada planta. As folhas foram amostradas as 12, 24, 48, 72 e
96 horas apos a inoculacao (hai). Imediatamente apds a coleta, as folhas foram
congeladas usando nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C. Para cada
tempo de amostragem foram utilizadas quatro repeticbes cada uma constituida
por uma planta.

Atividade enzimatica. O extrato bruto usado para a determinacao das
atividades enzimaticas foi obtido conforme Dorneles et al. (2017).

Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX), polifenoloxidase (PPO) e quitinase (QUI) foram
determinadas conforme descrito em Dorneles et al. (2017). Em resumo, a
atividade da enzima SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada por meio da
guantificacdo colorimétrica da fotorreducdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT)
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil). A atividade especifica da SOD,
correspondeu a quantidade da enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducéo

do NBT, nas condi¢bes do teste, sendo os resultados expressos em unidades
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de SOD mg*de proteina. A atividade da enzima CAT (EC 1.11.1.6) foi definida
através quantificacdo da degradacao do peroxido de hidrogénio (H202) (Merck,
Sé&o Paulo, Brasil) em espectrofotdometro (model UV-UM51- Bel®) e expressos
em pmol de H20; degradado min' mg? de proteina. A atividade das enzimas
POX (EC 1. 11. 1. 7) e PPO (EC 1. 10. 3. 1) foram determinadas pela
quantificacdo colorimétrica da oxidacdo do pirocatecol (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil). Sendo a atividade expressa mol de purpurogalina produzida por
mint mg?! de proteina. A atividade da QUI (EC 3.2.1.14) foi determinada por
meio da quantificagdo colorimétrica da liberagao de “pnitrophenyl” clivado do
substrato analogo da quitina “p-nitrophenyl-B-D-N,N’- diacetylchitobiose”(PNP)
(Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brasil) e expressa em mM de “p-nitrophenyl”
produzido por min? mg?! de proteina. A atividade da enzima ascorbato
peroxidase (APX EC 1. 11. 1. 11) foi quantificada conforme descrito em
Nakano; Asada (1981) baseado na quantificacdo da taxa de oxidacdo do
ascorbato (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e expressa em umol de ascorbato
oxidado min~t mg= de proteina. A concentracdo de proteinas utilizada para o
célculo da atividade das enzimas foi obtida pelo método de Bradford, usando
albumina sérica bovina como padréo.

Concentracdo de compostos fendlicos solluveis totais. Os compostos
fendlicos soluveis totais (CFST) foram extraidos de 0,1 g de amostras foliares
de acordo com Dallagnol et al. (2015). A concentracdo de CFST foi
determinada utilizando o reagente de fenol Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Séo
Paulo, Brasil). A concentracdo de CFST foi expressa em termos de acido
pirogalico, em ug de CFSTs g! matéria fresca (mf). Para determinacédo da
curva padrdo para quantificagdo dos CFSTs foi utilizado o acido Pirogalico
P.A.-A.C.S. (Synth®).

Derivados lignina-acido tioglicélico (DLATG). Para determinacdo da
concentracdo dos DLATG utilizou-se o método descrito em Dorneles et al.
(2017), onde o residuo insoluvel obtido da extracdo dos compostos fendlicos foi
usado para determinar a concentracdo de lignina usando &cido tioglicolico
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). A concentracdo de DLATG foi expressa em
ug g mf, utilizando uma curva padrédo obtida com diferentes concentracdes de
lignina alcalina, éter 2- hidroxipropilico de lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil

(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil).
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Determinacdo da concentracdo de aldeido malbnico. A concentracdo
de aldeido maldnico (MDA) foi determinada por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitarico (Merck, Alemanha), segundo Cakmak;
Horst (1991). Para isso, 0,2 g de folhas foram macerados com nitrogénio
liquido, homogeneizados em &cido tricloroacético (TCA, Synth) 0,1% (m/v).
Aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de &cido
tiobarbitdrico 0,5% (m/v) em &cido tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a
90°C por 20 minutos. A reacao foi paralisada em banho de gelo por 10 minutos
e posteriormente realizada a leitura em espectrofotbmetro. Para o célculo da
concentracdo de MDA, foi utilizado o coeficiente de extingdo de 155 mM-icm? e
os valores expressos em umol de MDA g de matéria fresca (mf).

Extravasamento de eletrolitos (EE). A quantificagdo da concentracéo
de eletrolitos extravasados foi determinada conforme metodologia descrita por
Lima et al. (2002), com algumas modificagdes. Foram coletados 16 discos
foliares (7 mm) de folhas do colmo principal de plantas da cv. BRS Queréncia e
Inov CL, cultivadas em ambiente com 400 e 700 ppm CO. atmosférico
(700 ppm) as quais foram ou n&o inoculadas com B. oryzae aos 17 dias apoés a
inoculacdo. Os discos obtidos foram lavados por duas vezes em agua
deionizada imediatamente apdés o corte. Em seguida, os discos foram
incubados em 30 mL de agua deionizada a 25°C. Apds quatro horas, foi
realizada a primeira leitura da condutividade elétrica (CE1) em condutivimetro
(Tecnopon mCA-150 - MS Tecnopon Instrumentacdo Cientifica). Logo em
seguida, as amostras foram incubadas a 90°C, por duas horas, sendo, entao,
determinada a condutividade elétrica novamente (CE2). O valor do
extravasamento de eletrélitos foi obtido pela porcentagem de eletrolitos

extravasados em relacao aos eletrdlitos totais conforme a seguinte formula:

EC1
3.2.5 Analises dos dados

Para evidenciar a normalidade dos dados foi aplicado o teste de
Shapiro Wilk, para todas as variaveis realizadas nos experimentos. Os dados

foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
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tratamentos comparadas pelo teste de Student (teste-t) no software SAS (SAS
Institute, 1989, Cary, NC).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito do CO2nos componentes de resisténcia

N&o ocorreu interacdo entre os fatores cultivar e concentracdo de COo.
O fator cultivar somente foi significativo para o niumero final de leséo (Tabela 5)
e o comprimento final de lesdo (Tabela 6), que respectivamente, foram 22 e 6%

menor na cv. Inov CL quando comparado com a cv. BRS Queréncia.

Tabela 5. Eficiéncia relativa de infeccdo (ERI), numero inicial de lesédo (NIL) e
namero final de lesdo (NFL) da mancha parda em plantas de arroz
das cultivares BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente

com 400 ou 700 ppm de gas carboénico (CO2).

Cultivares ERI (%) NIL NFL

BRS Queréncia 9,19 a 533a 6,64a
Inov CL 8,36 a 485a 516b

CV % 23,67 23,67 16,94

Concentracéo de CO;

400 ppm 10,45 a 6,00 a 6,60 a

700 ppm 7,11Db 4,12b 520D

CV% 13,12 13,12 17,51

Em cada variavel, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar ou
concentracdo de CO: pelo teste de t (p < 0,05).

Tabela 6. Taxa de expanséo da lesdo (r), comprimento final da lesdo (CFL) e
severidade final (Sev) da mancha parda aos 17 dias apdés a
inoculacdo de Bipolaris oryzae em plantas de arroz das cultivares
BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente com 400 ou
700 ppm de gas carbdnico (COy).

Parte superior Parte inferior
Cultivares CFL CFL
0 0
r (mm) Sev (%) r (mm) Sev (%)
BRS Queréncia  0,0045 a 1,64 a 10,54 a 0,007 a 4,98 a 55,00 a
Inov CL 0,0035 a 1,49 a 9,41 a 0,005 a 4,66 b 48,87 a
CV% 18,69 11,00 16,54 19,30 5,12 13,34

Concentracdo de CO;

400 ppm 0,0049 a 1,72a 1197a 0,0079 a 494a 5537a
700 ppm 0,0030 b 1,41Db 7,93 b 0,0055 b 4,70a 48,50 a

CV% 1941 6,77 8,50 15,30 5,60 12,95

Para cada variavel, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar ou
concentracdo de CO: pelo teste de t (p < 0,05).
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O fator concentracdo de CO: foi significativo para maioria dos
componentes de resisténcias avaliados (Tabela 5 e 6), exceto, para o
comprimento final da lesdo e severidade final no terco inferior da planta
(Tabela 6).

Plantas de arroz a 700 ppm de CO: apresentaram reducdo de 32, 31 e
21%, respectivamente, para a ERI, NIL e NFL, quando comparado as plantas
cultivadas a 400 ppm (Tabela 5). O CFL, r e a Sev da mancha parda, no tergo
superior de plantas de arroz a 700 ppm de CO> reduziram, respectivamente,
18, 38, e 33% (Tabela 6), enquanto para o terco inferior a reducéo foi de 30%
para a r (Tabela 6), quando comparado as plantas cultivadas a 400 ppm de
CO:..

3.3.2 Efeito do COz2 nas atividades enzimaticas

Nas plantas cultivadas a 400 ppm de COg, a inoculagédo do patdégeno
aumentou a atividade da SOD (Figura 6a), CAT (Figura 6e), APX (Figura 6i),
POX (Figura 6m) e QUI (Figura 6u) principalmente as 48 hai para cv. BRS
Queréncia, enquanto para cv. Inov CL aumentou a atividade da APX (Figura
6k) as 72 hai, PPO (Figura 6s) as 24 hai e QUI (Figura 6w) as 24 e 72 hai. Em
plantas & 700 ppm de CO», a inoculagéo do patdgeno aumentou a atividade da
SOD (Figura 6b), CAT (Figura 6f), APX (Figura 6j), e POX (Figura 6n),
especialmente as 48 hai, PPO (Figura 6r) de 24 a 48 hai e a QUI (Figura 6v) de
48 até 96 hai para cv. BRS Queréncia. Para a cv. INOV CL ocorreu aumento da
atividade da SOD (Figura 6d) e PPO (Figura 6t) as 12 e 48 hai, CAT (Figura
6h), APX (Figura 6l), e POX (Figura 6p) sobretudo as 48 hai, e a QUI (Figura
6X) de 48 até 96 hai.
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CO..
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Por outro lado, a reducdo na atividade das enzimas, em plantas a 400
ppm de CO2, ocorreu para a SOD (Figura 6a) as 72 hai, PPO (Figura 6q) as 72
e 96 hai para cv. BRS Queréncia, enquanto para cv. Inov CL ocorreu a redugao
da SOD (Figura 6c), CAT (Figura 6g), APX (Figura 6k), basicamente as 48 e 96
hai e a PPO (Figura 6s) as 72 e 96 hai. J& para as plantas a 700 ppm de COo,
a reducao ocorreu para a POX (Figura 6n) e PPO (Figura 6r) as 12 hai e QUI
(Figura 6v) as 24 hai na cv. BRS Queréncia, e para cv. Inov CL ocorreu
reducdo na atividade da SOD (Figura 6d), APX (Figura 6l) as 72 hai, QUI
(Figura 6x) as 24 hai e PPO (Figura 6t) de 72 até 96 hai.

Quando comparado plantas inoculadas, cultivadas a 400 ou 700 ppm
de COq, foi verificado que a suplementagcdo com CO> resultou no aumento na
atividade da PPO (Figura 6r) as 24, 72 e 96 hai e da SOD (Figura 6b), APX
(Figura 6j) e POX (Figura 6n) as 72 hai para cv. BRS Queréncia. Para a
cv. Inov CL o aumento ocorreu para a SOD (Figura 6d), CAT (Figura 6h) e QUI
(Figura 6x) principalmente as 48 hai, PPO (Figura 6t) as 12 hai e a APX
(Figura 6l) as 12 e 48 hai. Na auséncia do patdégeno, de maneira geral, néo foi
observada diferenca significativa na atividade das enzimas para ambas
cultivares, pelo efeito da elevacdo da concentracdo do CO. atmosférico

(Figura 6a-x).

3.3.3 Efeito do CO2 na concentracdo de compostos fenolicos soluveis totais

Plantas a 400 ppm de CO: e inoculadas com o patdégeno apresentaram
aumento significativo na concentracdo de CFST as 48 e 96 hai para cv. Inov CL
(Figura 7c), enquanto que para cv. BRS Queréncia ndo ocorreu diferenca
significativa (Figura 7a), comparadas a plantas ndo inoculadas. Nas plantas a
700 ppm de CO2, a concentracdo de CFST, em resposta a inoculagdo do
patégeno, aumentou para ambas as cultivares (Figura 7b-d). A concentracao foi
maior as 12 e 96 hai para cv. BRS Queréncia (Figura 7b) e 24, 48 e 96 hai para
cv. Inov CL (Figura 7d).
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Figura 7. Concentracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFSTs) no
tecido foliar de plantas de arroz das cultivares BRS Queréncia (a-b) e
Inov CL (c-d) cultivadas em ambiente sem elevacao (400 ppm) ou
com elevacao do CO2 atmosférico (700 ppm) e submetidas (l) ou ndo
(MI) a inoculagdo com Bipolaris oryzae. Barras representam o desvio
padrao da média. (*) Representa diferenga significativa (p < 0.05) pelo
teste t, quando comparado plantas ndo inoculadas e inoculadas para
o0 mesmo tratamento. (e) Representa diferenga significativa (p < 0.05)
pelo teste t entre plantas inoculadas cultivadas em 400 ou 700 ppm
de CO.. (V) Representa diferenca significativa (p < 0.05) pelo teste t

entre plantas nao inoculadas cultivadas em 400 ou 700 ppm de COa..

Quando comparado plantas inoculadas, cultivadas a 400 ou 700 ppm
de CO., foi verificado que a suplementacdo com CO> resultou no aumento na
concentracdo de CFST as 24 hai para cv. BRS Queréncia (Figura 7b). Na
auséncia do patogeno, plantas a 700 ppm de CO: apresentaram maior
concentracdo de CFST as 12 e 96 para a cv. BRS Queréncia (Figura 7b) e as
12, 48 e 96 hai para cv. Inov CL (Figura 7d), quando comparado a plantas

cultivadas a 400 ppm de CO..

3.3.4 Efeito do CO2 na concentracdo de derivados de lignina-acido tioglicolico
(DLATG)

Plantas & 400 ppm de CO: e inoculadas com o patdgeno apresentaram
aumento significativo na concentracdo DLATG as 96 hai para cv. BRS

Queréncia, quando comparado a plantas nao inoculadas (Figura 8a).
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Figura 8. Concentracdo de derivados lignina-acido tioglicélico (DLATG) no
tecido foliar de plantas de arroz das cultivares BRS Queréncia (a-b)
e Inov CL (c-d) cultivadas em ambiente sem elevacao (400 ppm) ou
com elevacdo do CO; atmosférico (700 ppm) e submetidas (I) ou
ndo (MI) a inoculagdo com Bipolaris oryzae. Barras representam o
desvio padrdo da meédia. (*) Representa diferenca significativa
(p = 0.05) pelo teste t, quando comparado plantas ndo inoculadas e
inoculadas para o mesmo tratamento. (e) Representa diferenca
significativa (p < 0.05) pelo teste t entre plantas inoculadas
cultivadas em 400 ou 700 ppm de CO.. (V) Representa diferenca
significativa (p < 0.05) pelo teste t entre plantas nido inoculadas

cultivadas em 400 ou 700 ppm de COa.

Porém, menor concentracao significativa de DLATG ocorreu as 12 e 72
para cv. BRS Queréncia (Figura 8a) e as 24 hai para cv. Inov CL (Figura 8c).
Para plantas a 700 ppm de CO2, a concentragcdo de DLATG, em resposta a
inoculacao do patdgeno, foi antecipada para ambas as cultivares (Figura 8b-d),
sendo maior as 12 e 48 hai para cv. BRS Queréncia (Figura 8b) e de 24 até 72
hai para cv. Inov CL (Figura 8d).

Comparando plantas inoculadas com e sem elevacédo da concentracéo
de COy, de maneira geral, a suplementacdo com CO> resultou ho aumento na
concentracdo de DLATG as 12 e 72 hai para cv. BRS Queréncia (Figura 8b), e
das 12 até as 72 hai para cv. Inov CL (Figura 8d). Na auséncia do patégeno
nao foi observada diferenca significativa na concentracdo de DLATG, para

ambas as cultivares, pela elevacéo da concentracédo de CO; (Figura 8a-d).
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3.3.5 Efeito do CO2zna concentracao de aldeido malénico

Plantas inoculadas com o patégeno e cultivadas a 400 ppm de CO:
apresentaram aumento significativo na concentracdo de MDA as 12 e 72 hai
para a cv. BRS Queréncia (Figura 9a) e para a cv. Inov CL as 12, 72 e 96 hai
(Figura 9c), quando comparado a plantas ndo inoculadas. Para as plantas a
700 ppm de COg, a concentracao de MDA, em consequéncia da inoculagao do
patégeno, de maneira geral, foi atenuada em ambas cultivares (Figura 9b e d).
A concentracdo de MDA reduziu as 48 hai para cv. BRS Queréncia (Figura 9b)
e para cv. Inov CL, teve aumento as 48 e 96 hai (Figura 9d), quando
comparado a plantas nao inoculadas.
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Figura 9. Concentracédo de aldeido malénico (MDA) no tecido foliar de plantas
de arroz das cultivares BRS Queréncia (a-b) e Inov CL (c-d) cultivadas
em ambiente sem elevacdo (400 ppm) ou com elevacdo do CO:
atmosférico (700 ppm) e submetidas (I) ou ndo (MI) a inoculagdo com
Bipolaris oryzae. Barras representam o desvio padrdo da média. (*)
Representa diferenga significativa (p < 0.05) pelo teste t, quando
comparado plantas ndo inoculadas e inoculadas para 0 mesmo
tratamento. (e) Representa diferenca significativa (p < 0.05) pelo
teste t entre plantas inoculadas cultivadas em 400 ou 700 ppm de
CO.. (V) Representa diferenga significativa (p < 0.05) pelo teste t

entre plantas nao inoculadas cultivadas em 400 ou 700 ppm de COa..
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Comparando plantas inoculadas, cultivadas com e sem elevacdo do
CO2, de maneira geral, a suplementacdo com CO: resultou na reducédo da
concentracdo de MDA as 72 hai (Figura 9a) para cv. BRS Queréncia e as 24 e
72 hai (Figura 9c) para cv. Inov CL. Na auséncia do patdégeno, ndo foi
observada diferenca significativa na concentracdo de MDA, para ambas as
cultivares, pela elevacéo da concentracao de CO: (Figura 9a-d).

3.3.6 Efeito do CO2no extravasamento de eletrélitos

N&o ocorreu interacéo entre os fatores cultivar, concentracdo de CO:2 e
inoculacdo para o extravasamento de eletrdlitos. O fator cultivar foi significativo
para o extravasamento de eletrélitos (Tabela 7), com aumento de 11% na cv.
BRS queréncia quando comparado com a cv. Inov CL.

Tabela 7. Extravasamento de eletrolitos em folhas de arroz das cultivares BRS
Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente enriquecido com CO»

aos 17 dias apos a inoculacdo com Bipolaris oryzae.

Cultivares Extravasamento de eletrolitos (%)
BRS Queréncia 18,41 a
Inov CL 16,62 b
CV% 11,28
Concentracdes de CO, atmosférico
400 ppm 17,80 a
700 ppm 17,23 a
CV% 12,34
Inoculacéao
N&o Inoculado 16,38 b
Inoculado 18,65 a
CV% 10,51

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar, concentragdo de COz e
inoculacgéo pelo teste de t (p <0,05).

A concentragdo de CO2 ndo apresentou diferenga significativa para o
extravasamento de eletrdlitos. Porém, a inoculacdo do patégeno aumentou o
extravasamento de eletrélitos em 14%, comparado as plantas ndo inoculadas
(Tabela 7).
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3.4 Discussao

A severidade da mancha parda foi atenuada nas cultivares de arroz
guando cultivados em maior concentracdo de CO» atmosférico. Os menores
valores da severidade da doenca foram relacionados a alteracbes no
desenvolvimento das lesfes, resultante das respostas de defesa, que foram
estimuladas na planta de arroz pelo aumento da concentragéo de COo.

A redugcdo na intensidade de mancha parda pelo aumento na
concentragcédo de CO: ficou evidente pelos componentes de resisténcia, onde a
eficiéncia relativa de infeccdo (ERI), o namero inicial e final de les6es (NIL e
NFL), a taxa de expansao da leséo (r), o comprimento final da leséo (CFL) e a
severidade final (Sev) foram menores em plantas a 700 ppm de COg,
independente da cultivar. Os menores valores para 0s componentes de
resisténcia representam a capacidade da planta em restringir o processo de
infeccéo, colonizacao e reproducéo do patégeno (DALLAGNOL et al., 2009).

O comportamento epidemiolégico da mancha parda tambéem
demonstrou ser variavel entre as folhas novas (parte superior) e folhas velhas
(parte inferior) da planta. Sendo que em plantas a 700 ppm 0 progresso da
doenca, foi atenuado, independentemente da idade fisiologica da folha. A
relacdo entre idade fisiologica do tecido vegetal e sua suscetibilidade a
patdgenos é uma caracteristica de inidmeros patossistemas, sendo as folhas
mais velhas em processo de senescéncia, as mais predispostas a infeccao e
colonizacdo pelo patégeno, especialmente os necrotréficos (MENGISTE,
2012).

Dessa forma, a hipétese da reducéo da mancha parda nas folhas mais
velhas em condi¢cbes de CO: elevado é que a maior concentragdo de CO:
esteja retardando o processo de senescéncia da folha e assim mantendo a sua
integridade celular e a capacidade de produzir transcritos relacionados a
resposta de defesa. Pesquisas tém demonstrado que o0 aumento da
concentracdo de CO> atmosférico induz o acumulo de carboidratos que atuam,
junto com outras vias, nha sinalizacdo envolvida na senescéncia foliar
(AGUERA; DE LA HABA, 2018). Em Populus tremuloides, a elevacdo na
concentracdo de CO. de 400 ppm para 550 ppm retardou a senescéncia das
folhas, fato que foi associado a regulagao positiva dos genes que determinam a

producéo de antocianina, a qual desempenha papel protetor no metabolismo
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da planta, aumentando a longevidade das folhas (TAYLOR et al., 2008).
Entretanto, conforme Aguera; De La Haba (2018) em condi¢cbes onde a planta
se encontra em desequilibrio nutricional, principalmente pela deficiéncia de
nitrogénio, esse quadro torna se o inverso, e 0 aumento na concentragao de
COg, tende a acelerar o processo de senescéncia das folhas.

Ademais, a variagcdo nos componentes de resisténcia representa a
sumarizacdo dos mecanismos de defesa da planta, os quais limitam o
desenvolvimento do patdgeno, por meio de barreira estrutural ou bioquimica
(ZHANG et al., 2013). Sendo que, a resisténcia da planta esta diretamente
relacionada com a eficiéncia dessas respostas de defesa ao ataque do
patdgeno.

Em vista disso, como resposta inata do hospedeiro, foi observado que
na cultivar BRS Queréncia, a presenca do patdgeno desencadeou a ativacao
de enzimas, como: SOD, CAT, APX, POX e a QUI. Ja na cultivar Inov CL, as
principais respostas de defesa ativadas foram as enzimas APX, PPO e QUI.
Essas enzimas hidrolases e oxido-redutases, produzidas pela planta sao de
suma importancia para a resisténcia ao estresse bidtico, pois agem diretamente
sobre o patdgeno ou limitam a propagacdo dos processos oxidativos
(PRASANNATH, 2017). No entanto, considerando o desenvolvimento da
doenca, fica evidente que mesmo havendo a intensificacdo na atividade das
enzimas, essas nao foram o suficiente para evitar o processo de patogénese,
levando a clorose e necrose do tecido foliar.

Por outro lado, nas plantas expostas a 700 ppm de CO2 ocorreu
antecipacao, potencializacdo e prorrogacdo na atividade tanto de enzimas
oxido-redutases, quanto de hidrolases e na concentracdo de compostos
fendlicos e lignina, independente do cultivar. Esse fato pode ter inibido ou
retardado a infec¢cdo nas células epidérmicas pelo B. oryzae e sua posterior
colonizacdo do tecido vegetal resultando na reducdo dos componentes de
resisténcia. Considerando que o B. oryzae, no seu processo colonizacao,
desenvolve-se no meio intercelular do parénquima lacunoso, dispondo de
substancias com funcdo de desencadear o colapso celular através da producéo
e acumulo de espécies reativas de oxigénio, despolarizacdo do potencial
elétrico transmembrana e do fluxo de potassio (PANDEY, 2018). Assim, em

ambiente enriquecido com CO», a eficiéncia do sistema antioxidante nas
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plantas de arroz foi potencializada, atenuando os efeitos deletérios causados
pelo patdgeno e permitindo que as células mantivessem a sua integridade e
viabilidade, comprovado pelo MDA, um marcador bioquimico desse dano
celular, bem como, pelo extravasamento de eletrélitos (MITTLER, 2002).

Além do mais, podemos aferir que o aumento na concentracao
atmosférica de CO2 proporcionou maior reforco da parede celular, dado ao
aumento na concentracgdo tanto de CFST e DLATG, logo nas primeiras horas
apos a inoculagdo. Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo
secundéario das plantas, via que ja demonstrou ser potencializada pela
elevacdo na concentracdo do CO; tanto em Arabidopsis sp., quanto no arroz
(GOUFO et al., 2014; NOCTOR; MHAMDI, 2017). A forma, como o CO; atua
nas vias de defesa da planta esta relacionada a sua influéncia positiva no
metabolismo primario, que consequentemente origina o0 acumulo de
substancias ricas em energias, como carboidratos e aminoacidos, que sao
utilizados nos mais variados processos celulares da planta, incluindo a sintese
de compostos oriundos do metabolismo secundario, que apresentam acao
direta ou indireta contra patdogenos (NOCTOR; MHAMDI, 2017; WILLIAMS et
al., 2018). Os CFSTs sao compostos considerados antifungicos e estéo
envolvidos no refor¢co da parede celular quando acumulados de forma rapida
em sitios de infeccdo, o que é de suma importancia para restringir a infeccao
pelo patégeno (DORNELES et al., 2018). Adicionalmente, os fendis também
podem ter sido oxidados pela enzima PPO (evidenciado pela sua antecipacao
no aumento da atividade nas primeiras 12 hai em condi¢cbes de CO: elevado)
levando a formac&o de quinonas, que sao téxicas aos patdégenos. As quinonas
também podem se ligar a proteinas e a carboidratos, produzindo compostos
gue atuam com barreira fisica aos patégenos (PRASANNATH, 2017).

Os resultados de pesquisa tém demonstrado que o CO: elevado na
atmosfera aumenta o0s niveis de compostos antioxidantes, incluindo os
enzimaticos e ndo-enzimaticos, aumentando a capacidade antioxidante da
planta e atenuando os niveis das espécies reativas de oxigénio (XU; JIANG;
ZHOU, 2015; WILLIAMS et al.,, 2018). Em plantas de trigo infectadas com
Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) a infeccdo pelo virus diminuiu as
concentragOes totais de ascorbato (ASC) foliar e glutationa (GHS) e aumentou

a de desidroascorbato (DHA) e dissulfureto de glutationa (GSSG), que sao
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considerados como marcadores de estresse oxidativo. Por outro lado, em 650
ppm de CO. atmosférico ocorreu reducdo do DHA e GSSG, aliviando o
estresse oxidativo, sendo essa resposta, relacionada a uma possivel
intensificacdo da capacidade antioxidante da planta (VANDEGEER; POWELL;
TAUSZ, 2016). Plantas de Beta vulgaris a 570 ppm de CO: também
apresentaram aumento na atividade da APX e na concentracdo de CFST
(KUMARI et al., 2013).

Salienta-se ainda, atuacdo do aumento na concentracdo de CO:2 na
rede de sinalizacdo hormonal, que desempenha um papel fundamental no
sistema imune da planta. A concentracdo de 800 ppm de CO: estimulou a via
hormonal do &cido jasmonico (JA) / etileno (ET) nas plantas de Arabidopsis sp.
aumentando a sua resisténcia ao Botrytis cinerea (ZHOU et al., 2016). Porém,
em contraste, plantas de tomate e soja mostraram que niveis elevados de CO2
induziram a via de sinalizacdo do acido salicilico (AS) e reprimiram a via de
sinalizacdo do JA, levando a uma maior resisténcia a Pseudomonas syringae e
maior suscetibilidade a patégenos necrotroficos e herbivoros (ZAVALA et al.,
2008; ZHANG et al., 2015). Os diferentes efeitos relatados pela elevacéo do
CO. atmosfeérico na sinalizacdo hormonal, podem ser atribuidos as diferentes
espécies de plantas examinadas, diferencas nos tratamentos de CO; -
concentragcbes de CO: e duragdo dos tratamentos de CO: - ou outras
condicBes experimentais aplicadas nos diferentes estudos.

Por fim, evidencia-se que os impactos do aumento da concentracdo do
CO. atmosférico em doencas de plantas tém recebido cada vez mais atencéo,
mas com pouco consenso sobre como o CO: interfere na resisténcia da planta
(EASTBURN; MCELRONE; BILGIN, 2011).

Neste estudo, conclui-se que a concentracdo de 700 ppm de COo,
proporciona em cultivares de arroz atenuacdo de danos oxidativos e da
severidade da mancha parda, causada pelo B. oryzae, através da
potencializacdo na atividade de enzimas antioxidantes e acumulo de
compostos fendlicos e lignina. Estudos que demonstram o efeito do CO2 na
capacidade antioxidante da planta contra estresses abidticos como estresse
hidrico e temperatura, estdo disponiveis na literatura (XU; JIANG; ZHOU,

2015), porém em relagdo ao patossistema B. oryzae, essas sao primeiras
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informacOes de sua interacdo oxidativa com hospedeiro, em simulagdo de

condicdes climaticas futuras.
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4 Capitulo 3. Aumento na concentracdo de CO, atmosférico altera as
respostas fisiolégicas, bioquimicas e histolégicas do

arroz contra Bipolaris oryzae.

4.1 Introducéo

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker é o agente
causal da mancha parda, a qual € uma das principais doencas do arroz, que
esta presente em todas as regifes de cultivo desse cereal (SUNDER et al.,
2014). Os danos no rendimento de grdos variam amplamente de 4 até 52%
(BARNWAL et al., 2013), e esta relacionado a ocorréncia do patdgeno na
panicula, causando a esterilidade dos o¢rgaos florais, e também devido ao
impacto negativo da mancha parda na area foliar, devido a clorose e a necrose
do tecido vegetal, reduzindo a capacidade de producdo de fotoassimilados
(SUNDER et al., 2014; DALLAGNOL et al., 2011).

Os sintomas da doenca na folha séo resultantes da acédo das toxinas
Ofiobolina A e Ofiobolina B, produzidas pelo fungo e secretadas durante o seu
processo de colonizagéo, contribuindo substancialmente para a severidade da
doenca (XIAO et al., 1991). As toxinas atuam suprimindo as defesas das
plantas ou agindo em pontos especificos na célula do hospedeiro,
principalmente no processo fotossintético, levando ao estresse oxidativo e a
ocorréncia da foto-oxidacdo da clorofila, peroxidacédo lipidica, e, por fim,
ocorrendo o colapso celular (DALLAGNOL et al., 2011; MENGISTE et al.,
2012).

Contudo, a severidade da mancha parda é fortemente influenciada pela
combinacéo dos seguintes fatores: grau de resisténcia das cultivares, equilibrio
nutricional das plantas e, também, pela ocorréncia de condi¢cbes ambientais
favoraveis ao progresso da doenca (DALLAGNOL et al.,, 2011; BISWAS;
QUIRY; GHOSH, 2018).

O diéxido de carbono (CO2) estd entre os gases que compdem
atmosfera. Seu aumento acelerado, conforme constatado nos udltimos dois
séculos (IPCC, 2014), tem o potencial de impactar em mudancas significativas
nas condi¢cdes ambientais do meio (ABDELGAWAD et al., 2016). Em vista
disso, estudos em atmosfera controlada, com as mais variadas culturas
incluindo a do arroz, passaram a ser desenvolvidos, para que assim seja
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possivel vislumbrar as futuras consequéncias do aumento da concentracao do
CO,, principalmente quando associado a fatores de estresse abidtico ou
bidtico.

Os resultados tém sido promissores, identificando aumento na taxa
fotossintética, acumulo de carboidratos e aumento na atividade de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (JAUREGUI et al.,, 2015;
NOCTOR; MHAMDI, 2017). Além disso, tanto alteracdes hormonais, quanto a
expressao génica e a sintese de proteinas também vém sendo relatadas em
consequéncia da elevagdo do CO. atmosférico em diferentes espécies de
plantas. Todas essas respostas, de maneira geral, tendem atenuar ou
compensar os efeitos causados pelo agente estressor, como observado em
estudos com estresses abidticos: hidrico, térmico e salino (XU; JIANG; ZHOU,
2015). No caso de estresse biotico, a resposta pode ser mais variavel e
dependente das interacdes planta-agente estressor. Para insetos, o aumento
na concentracdo de acUcares e alteracdo na relacdo carbono/nitrogénio (C/N)
em folhas de soja em condi¢cBes de 700 ppm de CO», afetou negativamente o
peso e o tempo de vida das pupas e larvas de Spodoptera litura
(YIFEI et al., 2018). Para fitopatogenos, a producdo e acumulo de compostos
do metabolismo secundarios foi relacionado a reducdo da severidade de
Blumeria graminis f. sp. hordei em Hordeum vulgare em 700 ppm de CO:
(MIKKELSEN; OLSEN; LYNGKJAR, 2015). Todavia, o CO; também tem
demonstrado alterar o equilibrio nutricional da planta, o que pode influenciar na
severidade de doencas. Conforme Goéria et al. (2013), o aumento da
severidade Magnaporthe oryzae, possivelmente esteja relacionado com a
reducdo da concentracao de silicio nas plantas de arroz cultivadas em 544 ppm
de COa..

Os fitopatdgenos, como o B. oryzae, visam usufruir da planta, seus
compostos produzidos através da fotossintese e processos relacionados, para
suprir suas demandas nutricionais e completar seu ciclo de vida (SUNDER et
al.,, 2014). Assim, as alteracdes morfofisiolégicas na planta, causadas pelo
aumento da concentragdo de CO, atmosférico, podem modificar a intensidade

da mancha parda por interferir na relacdo patdégeno-hospedeiro.
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Neste contexto, a hipOtese deste estudo € que 0 aumento na
concentracdo de CO, atmosférico altera anatomia foliar, bem como o sistema
fotossintético e acumulo de carboidratos em plantas de arroz, afetando a
severidade da mancha parda. Para testar este pressuposto, 0s parametros
mencionados foram quantificados em diferentes momentos da patogénese do
B. oryzae, em plantas de arroz de uma cultivar resistente e uma suscetivel a
mancha parda [segundo a classificacdo da SOSBAI (SOSBAI, 2016)] cultivadas
em ambiente com 400 ou 700 ppm de CO, atmosférico.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Area experimental (“open-top chambers”, OTC) e cultivo do arroz

As cultivares de arroz BRS Queréncia (Embrapa®), suscetivel, e Inov
CL (Ricetec®), resistente a mancha parda, foram utilizadas nos experimentos. A
semeadura e manejo cultural foram realizados conforme descrito no capitulo 1.
As estufas de topo aberto (“‘open-top chambers”, OTC), conforme
descrito no capitulo 1, foram reguladas para as concentracdes de 400 ppm
COg, considerada como atual no ambiente (teste controle), e 700 ppm CO», a

gual é prevista para no ano de 2050 (IPCC, 2014).

4.2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram organizados em delineamento inteiramente
casualizado. Para os componentes de resisténcia a mancha parda e os
parametros anatdémicos da folha de arroz foi considerado o esquema fatorial
2 x 2 onde os fatores consistiram em duas cultivares (BRS Queréncia e
Inov CL) e duas concentragdes de CO. (400 e 700 ppm COz), com quatro
repeticdes. Para os parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a
e concentracdo de carboidratos na folha foi considerado o esquema fatorial 2 x
2 x 2 onde os fatores consistiram em duas cultivares (BRS Queréncia e Inov
CL), duas concentracdes de CO> (400 e 700 ppm CO) submetidas ou ndo a

inoculacdo com B. oryzae, com quatro repeticao.
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4.2.3 Caracteristicas anatdmicas da lamina foliar do arroz

Amostras, de 1 cm de comprimento, foram coletadas na regiédo central,
da oitava folha do colmo principal de plantas de arroz (estéagio fenolégico V7-Vs,
segundo escala de Counce, 2000), cultivadas em ambiente com 400 ppm ou
700 ppm de CO: atmosférico, de quatro plantas de cada cultivar.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foliares foram fixadas em solucéo de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), e posteriormente, desidratadas em série
etilica ascendente e infiltrados em resina plastica (Leica Historesin®) segundo
as instrucbes do fabricante. As amostras foram seccionadas em micrétomo
rotativo manual (ANCAP, modelo. 297) com navalha descatavel (Feather).
Posteriormente, as sec¢cdes com 7 um de espessura foram coradas com azul
de toluidina 0,05% (SAKAI, 1973) em tampao fosfato e citrato (pH 4,5) e
montadas em resina sintética “Entellan” (Merck®).

Os cortes foram analisados e as imagens capturadas digitalmente a
partir de camera Leica®, modelo DC 300F acoplada com microscopio Leica®,
modelo DMLB. As imagens foram utilizadas para mensuracédo da espessura do
parénquima e as dimensdes (comprimento e largura) da célula buliforme,
utilizado o software Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD,
USA). Para padronizacdo nas mensuracdes foi considerado somente as
avaliacbes da maior célula buliforme de cada conjunto de células, conforme

figura 10.

Células buliformes

50 pm

Figura 10. Corte transversal de folha de arroz demonstrado as mensuragoes da
espessura do parénquima, do comprimento e da largura da maior

célula buliforme no conjunto de células.
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4.2.4 Inoculagdo do patdgeno e avaliagdo dos componentes de resisténcia

A preservacao do fungo, seu cultivo em meio artificial e o preparo de
inoculo foi realizado conforme Dallagnol et al. (2009). A inoculacdo do
B. oryzae em todas as folhas das plantas de arroz (estagio fenolégico V7-Vs,
segundo escala de Counce, 2000) foi realizada por meio da pulverizagdo da
suspensdo de esporos (1 x 10 conidios por mL?t) com auxilio de atomizador
manual (Tecblas, REF: 359 — 60 mL / Porto Alegre, Brasil). Imediatamente
apos a inoculacao, as plantas foram mantidas em condi¢cdes de camara umida,
com umidade relativa superior a 95%, com auxilio de umidificador (Soniclear®,
Waterclear Max), durante 48h a 25 + 2 °C. As plantas permaneceram dentro
das respectivas OTCs durante as 48 horas de camara umida.

Aos trés (3), oito (8) e dezesseis (16) dias apOs a inoculacao (dai)
foram avaliados o tamanho de lesdo e a severidade da mancha parda. O
tamanho de lesédo (mm) foi realizado através da mensuracao de cinco lesdes,
selecionadas aleatoriamente, na regido central de duas folhas de uma planta
por repeticdo, utilizando-se um paquimetro eletrénico digital. E a severidade,
em porcentagem (%), da mancha parda foi estimada através do software para

quantificacédo de doencas de plantas QUANT® (UFV, Brasil).

4.2.5 Determinacdo dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a

Aos trés (3), oito (8) e dezesseis (16) dai foi determinado os
parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a na primeira e
segunda folha do colmo principal de plantas da cv. BRS Queréncia e Inov CL,
cultivadas em ambiente com 400 ou 700 ppm CO_ atmosférico (700 ppm) as
guais foram ou néo inoculadas com B. oryzae.

Parametros de trocas de gasosas. As quantificacdes foram realizadas
sob CO, ambiente (400 = 1 mmol mol?) e condicdes de temperatura com luz
artificial (1.200 mmol de fotons m? s no nivel da folha). A taxa fotossintética
liquida (A), a condutancia estomatica de vapores de agua (gs), a concentragao
interna de CO: (Ci) e a taxa transpiratéria (E) foram medidas durante a manha
(8:30 h as 10:30 h) usando o analisador de gas infravermelho portatil (LI-6400,

LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA). Durante as medidas fotossintéticas, os valores
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médios da temperatura do ar e da umidade relativa foram, 28 + 2 °C e 68 + 2%,
respectivamente. A eficiéncia da carboxilacdo (EC) e a eficiéncia do uso da
agua (EUA) foram calculadas como a razao de A/ Ci e A/ E, respectivamente.

A fluorescéncia transiente da clorofila a. As quantificagcbes foram
realizadas com fluorébmetro portatil (Handy PEA, Hansatech Instruments), nas
mesmas folhas onde foi quantificada as trocas gasosas, na por¢cdo mediana de
folnas previamente adaptadas ao escuro, com auxilio de “leaf clips”, por
30 minutos. As avaliagdes iniciaram por meio da emissdo de um pulso de
1.500 pymol de fotons m? s durante 1s, na face abaxial da folha. As variaveis
observadas nas medicdes da fluorescéncia da clorofila a foram o rendimento
guantico maximo do PSII (Fv/Fm), fluxo especifico de energia dissipada
(DIo/RC), fluxo de transporte de elétrons por centro de reacdo no tempo zero
(ETo/RC) e rendimento quantico de transporte de elétrons (Pgo) (Dallagnol et al
2015).

4.2.6 Extracdo e quantificacdo de carboidratos em folhas de arroz

A andlise foi realizada utilizando todas as folhas do colmo principal de
cada planta. As folhas foram amostradas as 12, 48 e 96 horas apos a
inoculacao (hai). Imediatamente apds a coleta, as folhas foram congeladas
usando nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C. Para cada tempo de
amostragem foram utilizadas quatro repeticbes cada uma constituida por uma
planta.

Os carboidratos foram extraidos de 0,1 g de amostras foliares de
acordo com Bieleski;Turner (1966) com modificacdes.

A quantificacdo da concentracdo de acguUcares soluveis totais (AST) foi
realizada por meio da reacdo com antrona (0,15% em H>SO4 concentrado)
(Grahmam;Smydzuk, 1965) baseada na absorbancia a 620 nm e os resultados
expressos em mg g de matéria fresca (mf).

Para a sacarose também se utilizou o método da antrona, conforme
descrito por Grahmam; Smydzuk (1965) com algumas modificacbes. As
amostras foram incubadas em banho-maria por 10 minutos com hidroxido de
potassio (KOH 30%) para a degradacdo dos carboidratos redutores. Em
seguida, apds as amostras serem resfriadas a temperatura ambiente,

adicionou-se 3 mL de antrona (0,15% em H>SO4 concentrado) e novamente
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foram incubadas em banho-maria a 40°C por 15 min. Apos, absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro a 620 nm (marca Biospectro, modelo SP-22) e
os resultados expressos em mg g mf.

Do residuo proveniente da extracdo dos acUcares soluveis totais, foi
realizada a extracdo do polissacarideo e amido em &cido perclérico segundo
McCready et al. (1960). A quantificagdo dos mesmos foi de acordo com o
método utilizado para quantificacdo de acUcares solUveis totais, sendo o
polissacarideo expresso em mg g mf e o resultado do amido multiplicado pelo
fator de correcdo 0,9 e expresso em mg gt mf.

4.2.7 Anélises dos dados

Para evidenciar a normalidade dos dados foi aplicado o teste de
Shapiro Wilk, para todas as variaveis realizadas nos experimentos. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Student (teste-t) no software SAS (SAS
Institute, 1989, Cary, NC).

4.3 Resultados
4.3.1 Caracteristicas anatdbmicas da lamina foliar do arroz

O fator cultivar foi significativo para todas as mensuracdes, exceto para
a largura da célula buliforme (Tabela. 8), independente da concentracdo do
CO2. A 400 ppm de CO, a cultivar BRS Queréncia apresentou espessura do
parénquima e o comprimento da célula buliforme maiores em 5 e 14%,
respectivamente, quando comparado a cultivar Inov CL (Tabela 8). Para as
plantas de arroz, a 700 ppm de CO., a cultivar BRS Queréncia apresentou
reducdo de 16% na espessura do parénquima em comparagao a cultivar Inov
CL (Tabela 8).
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Tabela 8. Espessura do parénquima, comprimento e largura da célula buliforme
em folhas de arroz das cultivares BRS Queréncia e Inov CL
cultivadas em ambiente com 400 ou 700 ppm de gas carbdnico

(COy).
Parénquima Célula Buliforme
Cultivares Espessu~ra (um) Comprimento (um) _ Largura (um)
Concentragdes de CO; Concentracoes de CO>

400 ppm 700 ppm 400 ppm 700 ppm 400 ppm 700 ppm

BRS Queréncia 69,79 aA 54,95 bB 42,84 aA 36,54 aB 40,06 aA 33,59 aB
Inov CL 66,31 bA 65,23 aA 37,40 bA 36,14 aA 38,43aA 3593 aA

CV% 8,20 10,0 15,0

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste t
(p<0,05) comparando cultivares. Letras maiusculas na linha, compara as médias entre as
concentragdes de CO: pelo teste t (p <0,05).

O fator CO: foi significativo de maneira geral para todos os parametros
anatomicos avaliados, exceto na cultivar Inov CL, bem como as interagdes
entre os fatores cultivar e CO; (Tabela 8). Plantas da cultivar BRS Queréncia
cultivadas a 700 ppm apresentaram reducdo de 21% na espessura do
parénquima, de 15% no comprimento e 16% na largura da célula buliforme,

guando comparado a plantas cultivadas a 400 ppm (Tabela 8).

4.3.2 Componentes de resisténcia

O fator cultivar ndo foi significativo para os parametros avaliados,

independente do periodo de avaliacédo (Tabela 9).

Tabela 9. Tamanho de leséo e severidade da mancha parda aos 3, 8 e 16 dias
apos a inoculacdo do Bipolaris oryzae em plantas das cultivares
BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente enriquecido ou
nao com gas carboénico (COy).

Dias ap6s a inoculacao

Tratamentos

3 dai 8 dai 16 dai
. Tamanho  geyeridade Tamanho  geyeridade Tamanho  go\eridade
Cultivar de lesao (%) de lesao (%) de lesao (%)
(mm) (mm) (mm)
nggﬁcia 1,03a 363a 1,19a 7.03a 164a  1050a
Inov CL 0,97 a 2,85a 1,11 a 6,71 a 1,49 a 9,41 a
CV% 7,94 22,46 9,46 11,29 11,40 18,54
CO2
400 ppm 1,00 a 3,76 a 1,20 a 7,47 a 1,72 a 11,97 a
700 ppm 1,00 a 2,72b 1,12a 6,27 b 141b 7,93 b
CV% 8,67 19,36 9,89 6,85 6,77 8,50

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar ou concentracdo de CO:
pelo teste de t (p < 0,05).

66



O fator concentragdo de CO: foi significativo para todos os parametros,
exceto para o tamanho de lesdo aos 3 e 8 dai, independente da cultivar
(Tabela 9). Nas plantas a 700 ppm, a severidade da mancha parda foi menor
em 27%, 16% e 33%, respectivamente, aos 3, 8 e 16 dai, quando comparadas
com plantas cultivadas a 400 ppm (Tabela 9). O tamanho de leséo, nas plantas
a 700 ppm, foi 18% menor aos 16 dai quando comparado as plantas a 400 ppm
(Tabela 9).

4.3.3 Determinacdo dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila

Para as variaveis de trocas gasosas, as cultivares de arroz nédo
apresentaram diferenca significativa (Figura 11a, d, g, j, m e p), exceto para a
EUA aos 8 dai, a qual foi 40% maior na cultivar Inov CL do que a BRS

Queréncia (Figura 11p).
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Figura 11. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica de vapores de agua (gs),

concentracdo interna de CO; (Ci), taxa transpiratéria (E), eficiéncia da
carboxilacdo (EC) e a eficiéncia do uso da agua (EUA) aos 3, 8 e 16 dias
apos a inoculacdo em folhas de arroz das cultivares BRS Queréncia e Inov
CL cultivadas em ambiente com 400 ppm ou 700 ppm de CO, atmosférico
e submetidas (I) ou ndo (MI) a inoculacdo com Bipolaris oryzae. Médias
seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si, para cultivar,

concentracdo de CO; e inoculagéo pelo teste de t (p < 0,05).
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Em relacdo a concentragdo de CO: atmosférico, o seu efeito, foi
significativo de maneira geral para todas as varidveis de trocas gasosas,
independente do momento da avaliacdo (Figura 11b, e, h, k, n e q). A A
aumentou em 8% e 20% no 3 e 16 dai, respectivamente em plantas a 700 ppm
comparado a 400 ppm. As variaveis gs, E e EC, a 700 ppm, foram reduzidas
do 3 até 16 DAI, em relacdo a plantas a 400 ppm. A reducéo, foi de 17, 48 e
36% para o gs, 10, 45, 29% para a E e 42, 23 e 26% para a EC (Figura 11e, k
e n). Nas plantas a 700 ppm, o Ci aumentou em 85, 68 e 70%, e EUA
aumentou 24, 100 e 85%, respectivamente aos 3, 8 e 16 dai, comparado com
plantas cultivadas a 400 ppm (Figura 11).
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Figura 12. Rendimento quantico maximo do PSIlI (Fv/Fm), fluxo especifico de energia
dissipada (DIo/RC), fluxo de transporte de elétrons por centro de rea¢do no
tempo zero (ETo/RC) e rendimento quantico de transporte de elétrons (PEo) aos
3, 8 e 16 dias apds a inoculacdo em folhas de arroz das cultivares BRS
Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente com 400 ppm ou 700 ppm de CO:
atmosférico e submetidas (I) ou ndo (NI) a inoculagdo com Bipolaris oryzae.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar,
concentracdo de CO: e inoculagdo pelo teste de t (p < 0,05).
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Para o fator inoculagdo, nas plantas inoculadas com B. oryzae, a A
reduziu 13 e 18%, respectivamente, aos 8 e 16 dai (Figura 11c), e a gs 13 e
23% aos 3 e 8 dai (Figura 11f), porém EUA aumentou 17% aos 3 dai
(Figura 11r), quando comparado a plantas n&o inoculadas.

Para as variaveis de fluorescéncia da clorofila a as cultivares de arroz,
nao apresentaram diferenca significativa (Figura 12a, d, g e j), independente do
momento de avaliagéo.

Em relacdo a concentragdo de CO: atmosférico, o seu efeito, foi
significativo para o DIo/RC aos 8 dai. Plantas a 700 ppm apresentaram uma
reducao de 10% quando comparado a 400 ppm (Figura 12e).

Para o fator inoculagdo, plantas inoculadas com B. oryzae,
apresentaram aumento no DIo/RC de 14% (Figura 12f) e reduziram o Fv/Fm e
®eo em 3 e 29% (Figura 12c e Figura 12l), respectivamente aos 8 dai, quando

comparado a plantas nao inoculadas.

4.3.4 Acucares

N&o ocorreu interagcao entre os fatores cultivar, concentracdo de COz e
inoculacdo. O fator cultivar apresentou diferenca significativa apenas as 48 hai
para a concentracdo de polissacarido e amido (Figura 13g e j).

O fator CO: foi significativo para 0s agucares soluveis totais,
polissacarideos e amido (Figura 13b, h e k). Plantas a 700 ppm, apresentaram
aumento na concentracdo do amido das 48 hai até 96 hai de 28 e 36%,
respectivamente, de polissacarideos as 96 hai de 27% e para os acucares
soluveis totais as 12, 48 e 96 hai de 36, 49 e 44%, respectivamente, quando
comparadas com plantas cultivadas a 400 ppm (Figura 13b).

Plantas inoculadas ou ndo com o patdgeno, ndo apresentaram diferenca
significativa para os carboidratos, independente da cultivar ou concentragcao de
COo (Figura 13).
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Figura 13. Concentracdo de acgUcares totais, sacarose, polissacarideos e amido

as 12, 48 e 96 horas apos a inoculacdo em folhas de arroz das

cultivares BRS Queréncia e Inov CL cultivadas em ambiente com

400 ppm ou 700 ppm de CO. atmosférico e submetidas (I) ou nédo

(MI) a inoculagcdo com Bipolaris oryzae.

Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si, para cultivar, concentracdo de

CO2 e inoculacgéo pelo teste de t (p < 0,05).

4.4 Discussao

As caracteristicas anatbmicas, fotossintéticas, a concentracdo de

carboidratos e a severidade da mancha parda foram alterados em plantas de

arroz cultivadas na concentracdo de 700 ppm de CO2 atmosférico. A reducéo

na espessura do parénquima e do tamanho das células buliformes e o aumento

na concentracdo de carboidratos foram relacionados como a causa da

mitigacdo da severidade da mancha parda, causada pelo B. oryzae, nas

plantas de arroz a 700 ppm de COa..
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O fungo B. oryzae, apdés a sua germinacdo na superficie do
hospedeiro, penetra as células da epiderme, principalmente através das células
buliformes, que sdo totalmente colonizadas pelo micélio do fungo,
desenvolvendo-se posteriormente no meio intercelular do parénquima (TULLIS,
1935). A 700 ppm de COy, as células buliformes e o parénquima, apresentaram
0 seu tamanho e a espessura reduzidos. Alteracdes anatbmicas resultantes da
elevacao do CO; atmosférico até 800 ppm, ja foram constatadas para outras
culturas como trigo e soja (PRITCHARD et al., 1999). No entanto, conforme
Ferris et al. (1996) os efeitos da elevacdo do CO, na anatomia foliar, podem
variar dependendo da fertilidade do solo, estagdo do ano, estagio fenoldgico e,
sobretudo, entre cultivares. Essas informac¢des suportam os resultados de
deste estudo, no qual as caracteristicas anatdmicas resultantes da elevacao do
CO> foram mais proeminentes na cultivar BRS Queréncia suscetivel a mancha
parda, do que na cultivar Inov CL considerada resistente.

Ademais, estudos que buscam compreensdo da relacdo entre
anatomia foliar e as doencas, apontam que a densidade, compactacdo e
espessura das células do parénquima de cultivares da mesma espécie podem
apresentar resultados diferentes quanto a resisténcia aos microrganismos
(ALQUINI et al., 2006). Em consenso, Tullius (1935) ao comparar a anatomia
foliar de cultivares de arroz resistente e suscetivel a mancha parda, constatou
gue 0s suscetiveis possuiam grandes espacos intercelulares e camaras
subestomaticas que facilitavam o desenvolvimento do patdgeno. Analises
histopatolégicas do processo de infeccdo e colonizacdo ndo foram realizadas
neste estudo, contudo com base na literatura e nos resultados morfolégicos
podemos propor que a reducdo no tamanho e espessura das células buliformes
e do parénquima, respectivamente, pelo aumento do CO: contribuiram no
retardo da evolucdo da patogénese do B. oryzae, constatado pelo menor
tamanho de leséo.

Esta hipotese é fundamentada por estudos que associam a densidade
do parénquima a resisténcia a varias doencas foliares, pois, a disposicédo
compacta das células dificulta a acdo mecanica e acaba por inibir ou retardar
invasao do agente patogénico. Além disso, a menor area intracelular, possibilita
0 acumulo de substancias envolvidas no reforcamento celular ou de agéo direta

ao patégeno, como: lignina, calose, silicio e compostos de origem fendlica, de
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maneira mais eficaz e frenética (Yang 2000; SILVA; ALQUINI; CAVALLET,
2005). Plantas de Eucalyptus nitens que possuem folhas mais finas,
demonstram maior resisténcia a Mycosphaerella sp., devido a planta ter a
capacidade de formar a periderme necrofilatica (células que sofrem adicdo de
lignina, suberina e demais compostos a sua parede celular, e preenchendo
espacos do parénquima de maneira a formar uma barreira para limitar o
desenvolvimento do patdgeno) de maneira mais rapida (SMITH et al., 2006).

Os fatores anatbmicos além da fungcdo estrutural na planta
desempenham inUmeras outras funcdes. Por exemplo, nas células do
parénquima, encontra-se a maior parte do aparato para a fotossintese e a
fabricacdo e transporte de numerosos compostos quimicos usados no
metabolismo da planta. Contudo, o B. oryzae no seu intuito de extrair nutriente
do tecido do hospedeiro, acaba por afetar a fisiologia da planta, por acometer
esses compartimentos, impactando danos em etapas fotoquimicas e
bioquimicas da fotossintese, como: reducdo no rendimento quantico maximo
do PSII, fluxo de transporte de elétrons e na taxa de assimilagdo do carbono,
condutancia estomatica e transpiracdo (DALLAGNOL et al., 2015;
PANDEY, 2018). De fato, neste estudo plantas inoculadas com o patdgeno,
apresentaram reducdo na A e gs, bem como, alteracbes em variaveis
referentes a fluorescéncia da clorofila a - Fv/Fm, DIo/RC e ®go, conforme
ocorreu aumento da severidade da doenca.

A causa desses disturbios na planta é devido a acdo das micotoxinas
ofiobolinas A e B que atuam principalmente nos fotossistemas, através do
acumulo de compostos reativos, que se tornam toxicos e provocam a foto-
oxidacdo da clorofila e a ocorréncia da morte celular (SUNDER, 2014;
CHOWDHURY et al., 2017). Estudo ja demonstrou que 0s danos em pigmentos
foram atenuados em plantas de arroz a 700 ppm de CO. as quais
apresentaram maior concentracao da clorofila total, a e b e carotenoides devido
a mitigacdo dos danos celulares causados pelo B. oryzae (Dados néo
mostrados).

Para uma melhor compreenséo do efeito do estresse na fisiologia da
planta, a relagdo Fv/Fm é uma variavel cada vez mais explorada em estudos
fitopatolégicos, devido ser uma indicadora de estresse fisioldgico. Isto porque,

estd variavel, representa a capacidade da planta para converter energia do
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foton em energia quimica. Plantas que apresentam o seu aparelho
fotossintético intacto, a razdo Fv/Fm deve variar entre 0,75 e 0,85, entretanto
em plantas sobre condigbes de estresse, essa raz&do diminuiu acentuadamente,
devido a presenca de dano fotoinibitério nos centros de reacdo do PSII,
levando a queda da taxa fotossintética (BOLHAR-NORDENKAMPF et al.,
1989).

Nesse estudo, mesmo havendo uma taxa decrescente da fotossintese,
conforme o progresso da doenca, 0 mesmo nao foi observado para o Fv/Fm,
podendo estar relacionado com a severidade da doenca que néo foi tao
expressiva no periodo de avalicdo. Segundo Heuer (1997) as alteracdes na
relacdo Fv/IFm geralmente sédo percebidas quando o estresse é muito severo
ou em estresse de média e longa duracgéao.

Em contrapartida, a elevacdo do CO. aumentou a A, Ci e a EUA e
reduziu a E. Resultados semelhantes vém sendo relatados para uma gama de
espécies, incluindo arroz, onde altas concentracbes de CO, mostram ter
influéncia positiva na fotossintese, elevando a sua taxa liquida,
consequentemente originando e potencializando o acumulo de substancias
ricas em energias (MISRA; CHEN, 2015). As altera¢Ges quimicas, bioquimicas
e fisiolégicas que ocorrem nas plantas sao proporcionadas pela elevacdo do
CO. atmosférico, que, por consequéncia, aumenta a produgdo e acumulo de
compostos - tanto do metabolismo primario, como secundéario - e tem como
foco principal a geracdo de biomassa e incremento na producéo
(MIKKELSEN et al., 2015). Contudo, estes compostos, também sdo associados
com a defesa da planta contra patdégenos, como, por exemplo, os aglcares.

Os acucares promovem o acumulo de peroxido de hidrogénio, nas
fases iniciais da infeccdo, a expressdo de PR proteinas e atuam como
moléculas priming, ativando a cascata de sinalizacdes, fitohorménios,
reforcamento de parede celular e vias de sinalizacdo celular
(MORKUNAS; RATAJCZAK, 2014). Sumarizando essas informacdes, inferimos
gue o aumento na concentracdo de aclcares nas plantas de arroz influenciou
na reducdo da severidade da mancha parda. Estudo realizado por
Dallagnol et al. (2013) constatou que 0 aumento na concentragdo de agucares

no arroz foi desfavoravel para o progresso da mancha parda.
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Saliente-se ainda, que o aumento na concentracdo de polissacarideos
de reserva energética, como, o amido em condicbes de CO: elevado,
possibilita para a planta a capacidade de atenuar os efeitos deletérios
causados pelo patégeno no seu tecido foliar, aumentando a sintese de
moléculas ou estimulando a emissGes de folhas novas, que auxiliardo na
captacdo de energia luminosa para geracdo de energia quimica. Em tomate,
por exemplo, o ganho de biomassa foliar e radicular quando cultivados a 700
ppm de CO2, demonstrou compensar 0s danos no sistema radicular causado
pela Phytophthora parasitica, proporcionando uma toler&ncia das plantas a
doenca (JWA; WALLING, 2001).

Ademais, assim como ja havia sido parcialmente explanado, pesquisas
mais detalhadas, principalmente em Arabidopsis, tém demonstrado que a
elevacdo do CO2 na atmosfera, € capaz de promover alteracbes no sistema
imune das espécies cultivadas, atenuando os efeitos dos mais variados tipos
de estresse presente no ambiente (MHAMDI; NOCTOR, 2016). As alteracbes
partem da estimulacdo de mudltiplas vias de defesa, desde a expressdo de
genes, regulacdo hormonal, homeostase celular, acumulo de substancias
fendlicas, atividade de enzimas e do seu potencial redox (NOCTOR; MHAMDI,
2017; VELASQUEZ et al., 2018; WILLIAMS et al., 2018).

Em conclusdo, os dados deste estudo indicam que a reducdo na
espessura do parénquima e do tamanho das células buliformes e 0 aumento na
concentracdo de carboidratos estéo relacionados como a causa da mitigacao
da severidade da mancha parda, causada pelo B. oryzae nas plantas de arroz
guando cultivadas a 700 ppm de CO2. Embora, a resisténcia a mancha parda
seja resultante de uma combinacdo de varias vias, as informac¢des geradas
nesse estudo, tornam-se mais uma peca, que complementa o quebra cabeca
da interacdo planta-patdgeno, relacionado ao patossistema B. oryzae, em

simulacao de condi¢des climaticas futuras.
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5 Conclusdes gerais

A elevacdo da concentracdo de CO: atmosférica, de 400 ppm para
700 ppm, causa alteracdes no comportamento epidemiolégico de doencas do
arroz variavel com a forma de parasitismo do patégeno.

A concentracgao de 700 ppm de CO:2 proporciona em cultivares de arroz
atenuacdo de danos oxidativos e da severidade da mancha parda, causada
pelo B. oryzae, por meio da potencializagdo na atividade de enzimas
antioxidantes e acumulo de compostos fendlicos e lignina.

A reducdo na espessura do parénquima e do tamanho das células
buliformes e 0 aumento na concentragdo de carboidratos foram relacionados
como a causa da mitigacdo da severidade da mancha parda, causada pelo

B. oryzae, nas plantas de arroz quando cultivadas a 700 ppm de CO..
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