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Resumo: A fertilizacdo com CO: elevado pode mitigar os efeitos deletérios do estresse salino
em plantas de arroz. Contudo, requer exposi¢des continuas, o que levanta a hipdtese de que a
concentragdo elevada de CO; na germinacdo/crescimento inicial atenua o estresse salino
estimulando a fotossintese e o crescimento em arroz, com potenciais efeitos permanentes no
ciclo da planta. Com isso, objetivou-se investigar os efeitos benéficos da concentragdo elevada
de CO» nas fases iniciais, na protecao da atividade fotossintética, toxicidade idnica e danos
oxidativos associados ao melhor crescimento e producdo de grdos em plantas de arroz
submetidas ao estresse salino. Para verificagdo dos objetivos propostos foram realizados dois
experimentos sequenciais, conduzidos na Programa de Pds-graduagdo em produgdo Vegetal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, na Unidade Académica de Serra Talhada,
Semidarido brasileiro, no ano de 2024. O Experimento 1 incluiu cinco tratamentos: Referéncia
(CO2 ambiente, 400 ppm); Indugdo com CO> (CO: elevado, 800 ppm, por 20 dias);
Recuperagdo de CO, (COz elevado por 20 dias, seguido de 400 ppm por 20 dias); Salinidade +
CO; elevado (salinidade com CO; elevado por 20 dias); Salinidade + remocao de CO2
(salinidade com CO?2 elevado, seguido de remog¢ao do CO2 elevado). Foram investigados
parametros fisioldgicos e bioquimicos. O aumento da fertilizagdo com CO; elevado mitigou os
efeitos deletérios da salinidade nas trocas gasosas, na eficiéncia fotoquimica e nos parametros
bioquimicos das plantas de arroz. Assim como reduziu a toxicidade idnica e os danos
oxidativos. A exposicdo transitoria ao CO> elevado ativou mecanismos de memoria fisioldgica
que beneficiaram em ocasides posteriores ao fornecimento, mesmo na presenca de estresse
salino, os teores de carboidratos, a taxa maxima de carboxilagdo da rubisco e a protegdo
enzimatica. A concentracdo de potdssio manteve-se estavel mesmo frente ao aumento da
concentragdo de sodio. Os efeitos observados indicam que houve ativagdo de memoria
fisiologica em fungdo da fertilizagdo prévia com CO; elevado, revelando o potencial do CO;
como agente de priming fisioldgico. Essas constatagdes permitem compreender a importancia
da fertilizacdo com CO: elevado na ativagdo de memoria fisioldgica em plantas, frente a
estresses abioticos. O experimento 2 foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em fatorial 2 x 2: duas doses de NaCl (0 e 80 mM) e duas concentracdes de CO>
(ambiente - 420 ppm e elevada - 800 ppm), com cinco repeti¢cdes. As sementes de arroz (Oryza
sativa) da variedade Sao Francisco foram germinadas e crescidas em camara de crescimento
(FITOTRON) até os 40 dias apds a germinagdo, posteriormente foram levadas a casa de
vegetacao onde permaneceram até o final do ciclo. Foram mensurados indicadores de atividade
fotoquimica e trocas gasosas, teores de amonio, sddio, potassio, cloreto, proteinas, carboidratos
e atividade enzimatica. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de tukey a 5%.
A fertilizacdo com CO: elevado (800 ppm) quando aplicada apenas nas fases iniciais do
desenvolvimento de plantas de arroz promoveu beneficios fisioldgicos duradouros, verificados
no final do ciclo das plantas. Foram observados: menor teor de Na™ e Cl" e melhor relagio
K'/Na" foliares, associado a estimulos da fotossintese (A) e dado alto CO- ao final do ciclo
foram associados a menores danos oxidativos (teor de TBARS) e aparente fotorrespiracgao (teor
de NH4"), maior eficiéncia de uso de 4gua (Razdo A/gs) e maior sintese de carboidratos. Em
conjunto, esse estudo evidencia o potencial de utilizagdo do alto CO2 como um estimulante na
atenuacgao do estresse salino em plantas de arroz quando aplicado apenas na fase de produgao
das mudas, a serem implantadas no campo.
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Abstract: Elevated CO- fertilization can mitigate the deleterious effects of salt stress in rice
plants. However, it requires continuous exposure, raising the hypothesis that elevated CO-
concentration during germination/early growth attenuates salt stress by stimulating
photosynthesis and growth in rice, with potential permanent effects throughout the plant cycle.
Therefore, the objective was to investigate the beneficial effects of elevated CO: concentration
during the initial stages, on the protection of photosynthetic activity, ionic toxicity, and
oxidative damage, associated with improved growth and grain yield in rice plants subjected to
salt stress. To verify the proposed objectives, two sequential experiments were carried out in
the Graduate Program in Plant Production at the Federal Rural University of Pernambuco,
Academic Unit of Serra Talhada, Brazilian Semiarid, in 2024. Experiment 1 consisted of five
treatments: Reference (plants grown under ambient CO2 — 400 ppm); CO: Induction (plants
acclimated to elevated CO2 — 800 ppm for 20 days); CO2 Recovery (plants exposed to elevated
CO: followed by recovery at 400 ppm for 20 days); Salinity + CO: Induction (plants under
salinity exposed to elevated CO- for 20 days); Salinity + CO2 Removal (plants under salinity
exposed to elevated CO: followed by removal to ambient CO2). Physiological and biochemical
parameters were investigated. Elevated CO- fertilization mitigated the deleterious effects of
salinity on gas exchange, photochemical efficiency, and the biochemical parameters evaluated,
as well as reduced ionic toxicity and oxidative damage. Transient exposure to elevated CO:
activated mechanisms of physiological memory that benefited plants in subsequent stages, even
under salt stress, including carbohydrate contents, the maximum carboxylation rate of Rubisco,
and enzymatic protection. Potassium concentration remained stable despite the increase in
sodium concentration. The observed effects indicate that physiological memory was activated
by prior fertilization with elevated CO., revealing the potential of CO: as a physiological
priming agent. These findings highlight the importance of elevated CO: fertilization in the
activation of physiological memory in plants under abiotic stress. Experiment 2 was conducted
in a completely randomized design (CRD) in a 2 x 2 factorial arrangement: two NaCl doses (0
and 80 mM) and two CO2 concentrations (ambient — 420 ppm and elevated — 800 ppm), with
five replicates. Rice seeds (Oryza sativa), cultivar Sdo Francisco, were germinated and grown
in a growth chamber (FITOTRON) until 40 days after germination, and subsequently
transferred to a greenhouse where they remained until the end of the cycle. Indicators of
photochemical activity and gas exchange, as well as ammonium, sodium, potassium, chloride,
protein, carbohydrate contents, and enzymatic activity were measured. Data were subjected to
analysis of variance and Tukey’s test at 5%. Elevated CO: fertilization (800 ppm), when applied
only during the early developmental stages of rice plants, promoted lasting physiological
benefits verified at the end of the plant cycle. Observed effects included lower Na" and Cl-
contents and improved leaf K*/Na* ratio, associated with photosynthetic stimulation (A), and
under elevated CO: at the end of the cycle, reduced oxidative damage (TBARS content),
apparent photorespiration (NH4" content), higher water use efficiency (A/gs ratio), and greater
carbohydrate synthesis. Taken together, this study demonstrates the potential of elevated CO-
as a stimulant to mitigate salt stress in rice plants when applied only during the seedling
production phase, prior to field establishment.

Keywords: High CO»; Ionic toxicity; Photosynthesis; Oryza sativa; Salinity;
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1. Introduciao

O aumento de estresses abidticos como a salinizag¢do do solo e dgua gera preocupagdes
ao setor agricola (Song ef al., 2024), sobretudo diante da estimativa de crescimento de até 56%
na demanda por alimentos até 2050 (Van Dijk et al., 2021). O arroz ¢ uma cultura que representa
a base alimentar de mais de 60% da populagdo mundial (Sharma et al., 2024), sendo o segundo
cereal mais produzido no mundo, perde apenas para o milho (Embrapa, 2025). A salinidade do
solo ¢ um dos principais fatores que limitam a produtividade do arroz, causando disturbios
morfofisiologicos que restringem o crescimento e producdo (Rodriguez Coca et al.,
2023Buscando estratégias para mitigar esses efeitos, estudos mostram que a concentragao
elevada de CO: (eCO7) na atmosfera estimula crescimento e mitiga danos da salinidade em
plantas de arroz (Kazemi, et al., 2018; Lv et al., 2020), tomate (Brito et al., 2020) e cevada
(Perez-Lopes et al., 2009), devido a estimulos da fotossintese e redugdo de disturbios i0nicos
(Hu et al., 2024; Leakey et al., 2009; Bhargava; Mitra, 2021; Yang et al., 2023; Porteaus et al.,
2009; Braga et al, 2021a). Todavia, a aplicacdo de CO; artificial requer fumigagdes

continuadas durante o ciclo da cultura (Jones et al., 2014; Yang et al., 2023; Lv et al., 2020).

Em ambientes aridos e semiaridos a salinizagdo do solo ¢ um problema recorrente,
processo que ¢ intensificado por mudangas climéticas e praticas agricolas inadequadas (Song
et al., 2024), como manejo incorreto da irrigacdo. Segundo a Embrapa (2025), a producdo de
arroz em areas irrigadas variou de 9,3 a 10,6 milhdes de toneladas entre 2018 e 2023, enquanto
a area produzida ficou estavel em torno de 1,3 milhdo de hectares. A salinidade impde as plantas
estresses osmoticos e danos por toxicidade i6nica e oxidativa (Zhou-Tsang et al., 2021;
Marcondes & Garcia, 2009; Lupo et al., 2022), requerendo aclimatagdes/adaptagcdes
fisiologicas e bioquimicas (Marcondes & Garcia, 2009), que visam mitigar os efeitos deletérios
do sal e preservar as fungdes celulares (Munns et al., 2020). Concomitantemente a esses
desafios, o aumento das concentragdes atmosféricas de didxido de carbono (CO-) passaram de
280 ppm no periodo pré-industrial (Qian et al., 2021) para 418 ppm em 2022, com projegdes
superiores a 800 ppm até 2050 (NOAA, 2024), o que torna essencial compreender como as
plantas reagirdo ao CO: elevado em combinagdo com outros fatores ambientais, como a

salinidade.

Diversos estudos tém evidenciado que a fertilizagdo com CO: diminui danos oxidativos
ao reduzir a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas (Takagi et al., 2009b;
Li et al., 2020a; Pérez-Lopez et al., 2009). Em plantas de caju, Souza ef al. (2019) observaram

que a exposicao a 760 ppm de CO: em ambiente salino resultou em menor produgdo de EROs
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(como o peroxido de hidrogénio), reducdo do acimulo de Na* e menor perda de K* quando
comparado ao cultivo sob CO: ambiente. Em plantas de tomate sob estresse salino a eCO2
estimulou a fotossintese associado a redu¢des no contetido de acido abscisico e etileno em raizes
e folhas das plantas (Brito et al., 2020). Nesse estudo também foi demonstrado que o tratamento
com ¢CO; reverteu a reducao de intermediarios metabolitos do Ciclo de Krebs ¢ aumentos no

teor de aminoacidos da fotorrespiragdo (glicina/serina) das plantas sob salinidade.

Nas ultimas décadas diversas metodologias e instrumentagdes tem sido empregado por
pesquisadores visando a aplicagdo artificial de eCO> em plantas, incluindo o uso de Camara de
Crescimento Artificial (FITOTRON), Camara de topo aberto (Open top chamber — OTC) e o
Enriquecimento de CO; ao ar livre (Free Air CO2 Enrichment — FACE). Para o caso dos estudos
com arroz, relatos mostram o uso do sistema FACE em pesquisas avaliando os impactos da
eCO; em diversas fases do ciclo dessa cultura (Hu et al., 2024; Hu et al., 2022). No geral os
estudos com eCO; empregando diferentes métodos tem se mostrado eficaz em mitigar os efeitos
nocivos da salinidade nas plantas de metabolismo C3 (Souza ef al., 2019; Takagi et al., 2009a;
Brito et al., 2020), incluindo arroz (Kazemi, et al., 2018). O sistema mais empregado nos
experimentos em campo ¢ o FACE, que incrementa o teor de CO> atmosférico (Allen et al.,

2020a; Takai et al., 2023; Hu et al., 2024; Wang et al., 2020a; Bindi; Fibbi; Miglietta, 2001).

Apesar do método FACE em campo elevam o nivel de CO2 no ambiente durante o ciclo
de vida das plantas, ndo controla com precisdo a concentracdo do gas (CO») aplicada nos
diferentes estagios da cultura. Os efeitos benéficos da eCO, sdo relacionados a maior
disponibilidade de substrato no sitio ativo da enzima Rubisco, o que resulta em aumento na
producdo de matéria seca e consequente rendimento agricola. Esses beneficios devem ser
potencialmente mais importantes para plantas C3, como o arroz, onde a maior relacio CO2/O>
no mesofilo foliar pode estimular a eficiéncia de uso de 4gua e a fixacdo de carbono, nos sitios
de carboxilacdo nos cloroplastos (Sakai et al., 2001). Esses impactos positivos para o
crescimento vegetal em repostas a eCO> sdo importantes sob condi¢des controle (auséncia de
estresses), € podem contribuir para atenuar distirbios metabolicos causados por estresses que
afetam as relacdes hidricas das plantas, como seca e salinidade, um tipo especifico de tolerancia

cruzada.

O fenémeno da tolerancia cruzada em plantas tem sido estudado nas tltimas décadas.
Esse processo (Cross-tolerance) consiste na aclimatagdo/maior resisténcia da planta a
determinados fatores adversos pela prévia exposicao ao respectivo fator em baixa intensidade

(ndo letal) e/ou de forma recorrente, bem como a um outro fator (diferente) relacionado a
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estimulos metabolicos envolvidos no aumento da resisténcia vegetal (Rossatto et al., 2023a).
Por exemplo, alguns estudos mostram que o pré condicionamento (priming) de sementes de
algumas espécies com agentes quimicos diversos pode estimular a resisténcia de plantas ao
déficit hidrico (Raza et al., 2024; Al-Hugqail ef al., 2023) bem como a salinidade (Paul ef al.,
2023; Hadia et al., 2023). Estudos com plantas de trigo mostrou que a aplicag¢do de perdxido de
hidrogénio na solug@o nutritiva uma unica vez pode desencadear efeitos permanentes durante o
ciclo da planta para resisténcia a sal (Liu ef al., 2020). Esses estudos mostram o potencial de
agentes quimicos para modular mecanismos de resisténcia a estresses abidticos que podem ser
permanentes no ciclo da planta, embora aplicados uma tinica vez em diferentes tecidos/estagios
de desenvolvimento vegetal. No caso dos efeitos benéficos do CO» a maioria dos estudos focam
na aplicacao simultanea/continua dos dois fatores, como CO; elevado associado a presenga de

salinidade ou estresse hidrico.

Ainda ndo ha relatos na literatura de como a eCO; nessas fases iniciais de crescimento
vegetal modula mecanismos genéticos/bioquimicos/fisiologicos de células/tecidos/drgaos com
permanéncia durante o ciclo das plantas, nem mesmo naquelas de ciclo curto como € o caso de
muitas culturas agricolas. A cultura do arroz apresenta sensibilidade a doses moderadas a sal
(50-100 mM NaCl), que pode culminar em danos severos em longo prazo (Marcondes; Garcia,
2009). Assim, € crucial atentar para o potencial da eCO2 em mitigar os efeitos da salinidade,
sendo necessarios estudos para melhor entender esses mecanismos de interacdo. Dessa forma,
essa pesquisa busca compreender efeitos atenuantes e remanescentes da eCO2 em plantas sob
salinidade quando aplicada (eCO:) em fases iniciais do desenvolvimento vegetal. Como
perspectiva, o estudo propde antecipar entendimentos sobre o comportamento das plantas frente
a eCOz prevista no futuro préximo, visando apontar caminhos marcadores genéticos/celulares

para o desenvolvimento de genotipos mais adaptados as condig¢des climaticas previstas.
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Hipotese/Objetivos

2.1 Hipétese: A concentracao elevada de CO; (eCO») na germinagdo/crescimento inicial atenua

o estresse salino estimulando a fotossintese e o crescimento em arroz, com potenciais efeitos

permanentes no ciclo da planta.

2.2 Objetivo geral: Avaliar efeitos benéficos da eCO; na fase inicial (germinagdo/crescimento)

na protecdo da fotossintese, toxicidade ionica e danos oxidativos associados ao melhor

crescimento e producdo de graos em plantas de arroz submetidas ao estresse salino.

2.3 Objetivos especificos:

v

Elaborar curvas de fotossintese liquida (A) em resposta ao aumento da concentracao
intercelular de CO> (curvas A/Ci) em plantas de arroz crescida sob salinidade associada
a concentragio de CO2 ambiente (420 umol mol ™) e elevada (800 pmol mol™);
Elaborar curvas de fotossintese liquida ((A) em resposta ao incremento da densidade de
fluxo de fotons fotossintético (curvas A/DFFF) em plantas de arroz crescida sob
salinidade associada a concentragdao de CO, ambiente ¢ clevada;

A partir das curvas A/Ci e A/DFFF estimar as taxas maxima de assimilacdo de CO>
(PNmax), maxima de carboxilagdo de Rubisco (Vemax), méxima de transporte de elétrons
(regeneracdao da Rubisco) (Jmax) € ponto de compensagdo de luz (LCP) em plantas de
arroz sob salinidade associada a concentragao de CO; ambiente e elevada,;

Mensurar indicadores de atividade fotoquimica eficiéncia quantica atual (AF/Fm’) e
potencial (Fv/Fm) dos fotossistemas II (PSII); quenching fotoquimico (qP) e nao
fotoquimico (NPQ) e taxa aparente de transporte de eletrons (ETR) em plantas de arroz
sob salinidade associada a concentragao de CO, ambiente e elevada;

Mensurar os contetidos de sodio (Na®), potassio (K*) e cloreto (Cl) em plantas de arroz
sob salinidade associada a concentragao de CO, ambiente e elevada;

Determinar a atividade da fotorrespiracdo oxidase do glicolato (GO) e das enzimas
oxidativas CAT, SOD e APX em plantas de arroz sob salinidade associada a

concentracao de CO> ambiente e elevada;
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3. Revisiao Bibliografica

3.1 Impactos da salinidade na agricultura

Os sais sdo minerais necessarios ao desenvolvimento das plantas, contudo, em excesso
no solo podem causar toxicidade nas plantas resultando em estresse salino (Khan et al., 2020).
A salinidade do solo pode ser de origem primdria ou secundaria. A salinidade primaria ¢
resultado do processo de formagdo do solo, particularmente dependente do material de origem,
enquanto a salinidade secundaria ¢ resultado principalmente da interferéncia por acdes
antropicas. Uma das principais causas da salinizacdo secunddria do solo ¢ a necessidade de
praticas de irrigacdo nos cultivos agricolas, que acentua-se ainda mais com a crise hidrica,
levando a necessidade de uso de 4dguas de qualidade inferior como os sistemas de reuso ou
fontes subterraneas, que eventualmente sdo detentoras de consideraveis teores de sal (Lupo et

al.,2022; Soares et al., 2023; Yang et al., 2020).

A salinizagdo pode resultar da combinagdo entre baixa pluviosidade e intensa
evaporacao favorece o acumulo de sais no solo, aumentando o risco de salinizagao. No
semiarido brasileiro, o clima ¢ marcado por chuvas escassas, mal distribuidas ao longo do ano
e concentradas em poucos meses, com volumes médios inferiores a evapotranspiragdo potencial
(Sudene, 2021). Segundo a referida institui¢do, quando comparado a outros ambientes
semiaridos do mundo, o brasileiro apresenta maior indice pluviométrico, atingindo até cerca de
800 mm anuais. Ainda assim, caracteriza-se por elevada insolacdo (em torno de 2.800
horas/ano), temperaturas médias variando entre 23 °C e 27 °C, evaporagdo anual proxima de
2.000 mm e umidade relativa média de aproximadamente 50%. A irregularidade das chuvas,
associada a sua alta variabilidade temporal e espacial, contribui para a ocorréncia de secas
periodicas e recorrentes, fendomeno natural registrado na regido desde o inicio do século XVII

(Sudene, 2021).

De acordo com o Mapa Global de Solos Afetados por Salinidade, publicado pela
Organizagao das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO), aproximadamente
8,7% da superficie terrestre apresenta algum grau de saliniza¢do. Segundo a publicagdo, esse
fendmeno ocorre tanto de forma natural, sobretudo em regides aridas e semiridas da Africa,
Asia e América Latina, quanto em decorréncia de praticas antrépicas inadequadas, como
manejo incorreto da irrigagdo, uso excessivo de fertilizantes, desmatamento, elevacao do nivel
do mar e outros impactos relacionados a agdo humana. Estima-se que entre 20% e 50% das

areas agricolas irrigadas no mundo tenham perdido sua capacidade produtiva em razao da
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salinizacdo dos solos, comprometendo a seguranca alimentar e afetando diretamente o sustento
de mais de 1,5 bilhdo de pessoas (FAO, 2021). No caso especifico do arroz irrigado, entre os
anos de 2018 e 2023, a produgdo variou entre 9,3 e 10,6 milhdes de toneladas, enquanto a area
colhida manteve-se relativamente estavel, em torno de 1,3 milhdo de hectares, evidenciando a
relevancia desse sistema produtivo para a manutencdo da oferta do cereal (Embrapa, 2025),
entretanto, areas irrigadas, especialmente em regides semidridas sdo estdo propensas a

salinizagao.

A salinidade afeta diversas fungdes celulares resultando em modificagdes na fisiologia
e bioquimica das plantas, ora como resultado de danos, ora como mecanismos de resposta para
mitigar os efeitos danosos gerados, classificadas como estresse osmotico, toxicidade i6nica ou
dano oxidativo (Munns et al., 2020; Zhou-Tsang et al., 2021). O estresse osmotico ¢
caracterizado pelo aumento do gasto energético da planta para o ajuste osmotico, realizado via
acumulo de solutos inorganicos e/ou organicos. (Munns et al., 2020). Os ions presentes nos sais
inibem muitas reagdes metabolicas e alteram a estrutura e permeabilidade da membrana
plasmatica o que condiciona suas propriedades e fungdes (Munns ef al., 2020), como a inibi¢ao
da atividade de enzimas antioxidantes envolvidas no metabolismo do oxigénio, que propicia o
acimulo de radicais livres na célula (Marcondes; Garcia, 2009). Estudos conduzidos por
Wanderley et al., (2020) evidenciaram 64,27% de danos a membrana celular em mudas de
maracuj amarelo submetidas ao aumento da condutividade elétrica de 0,3 para 3,1 dS m™! da

agua de irrigagao.

O cloreto de sodio (NaCl) ¢ o sal mais comum em todo o mundo, sendo o s6dio (Na*)
um dos ions mais toxicos as plantas (Lupo ef al., 2022). A irrigacdo com agua salobra favorece
o aumento de ions toxicos como o sodio (Na*) e o cloreto (CI) no tecido vegetal (principalmente
em folhas), o que resulta na diminui¢do do potencial osmdtico, interrupcdo de processos
morfoldgicos e fisioldgicos, toxicidade i6nica e desequilibrio nutricional das plantas (Soares et
al., 2023; Nobrega et al., 2023). Como consequéncia, a salinidade compromete processos
fisiologicos essenciais ao crescimento e produgdo vegetal, envolvendo a fotossintese,

respiracao, relagdes hidricas e balango nutricional.

O estresse salino leva ao desequilibrio i6nico nas células vegetais, e afeta negativamente
as trocas gasosas, pois causa reducdo na difusdo de CO: no cloroplasto através de restrigdes
estomaticas/mesofilicas e alteragdes da funcao fotoquimica (Lima et al., 2020). Em estudo com
plantas de roma sob estresse salino, Figueiredo et al. (2023) observaram que a irrigagdo com

agua de alta salinidade (5 dS m™) reduziu a condutancia estomadtica (gs) e a fotossintese liquida
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(A) em 25,3% e 41,5%, respectivamente, em comparac¢ao ao tratamento com baixa salinidade
(0,5 dS m™). De acordo com esses autores, plantas sob estresse salino tendem a fechar os
estdbmatos como um mecanismo de defesa, o que reduz a absor¢cdo de CO> (Figura 1) e

consequentemente a fotossintese liquida.
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Figura 1 Esquema representativo de efeitos do estresse salino relativos a indugao de fechamento

estomatico com restri¢do da assimilagdo de carbono, associado a potencial geragdo de espécies

reativas do oxigénio (EROs) e danos oxidativos em plantas de arroz. Fonte: Autor (2025).

Ao trabalhar com a cultura do tomate, Maia Junior ef al., (2022), observaram que o
aumento do nivel de salinidade de 0,5 para 6,0 dS m™! (+ 60 mM), reduz a eficiéncia fotoquimica
ao gerar danos nos centros de reagao do PSII, uma vez que reduziu significativamente a
eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) do PSII. Em plantas de maracujd, observou-se que a
salinidade da agua de irrigacdo (3,1 dS m™) afeta negativamente a transpiragdo, a fotossintese
liquida e a eficiéncia de carboxilagdo (Wanderley ef al., 2022). A diminui¢do da eficiéncia
fotoquimica resulta na menor produgao de energia nas formas de trifosfato de adenosina (ATP)
e de equivalente redutor na forma de NADPH, resultando em menor disponibilidade de energia
quimica para a assimilacdo de carbono (Yang et al., 2020). Contudo, Takagi et al., (2009b)
relatam que os impactos negativos gerados pelo estresse salino, podem ser mitigados através da

fertilizagao com CO> no meio de crescimento.

A cultura do arroz (Oryza sativa) é globalmente impactada pelo estresse salino e pode
ser considerada uma cultura sensivel a salinidade. O excesso de sais afeta varios pardmetros

fisiologicos, como o teor relativo de 4gua, o teor de clorofila e a relagdo clorofila a/b, além de
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parametros agrondmicos como a redugdo de perfilhamento e queda na produtividade (al-tamimi
et al., 2021; Dramalis; Katsantonis; Koutroubas, 2021; Soares et al., 2023). Wanderley et al.,
(2022) afirmam que, em plantas de arroz, a salinidade causa desorganizagdo das membranas
tilacoides, reducdo no amido, acaimulo de lipideos na forma de plastoglobulos, espessamento
nos vasos xilematicos em raiz e diferenciacao celular epidérmica e dos feixes vasculares em
bainha e lamina foliar. Os autores destacam ainda reduc¢des nos valores de Ci, que estdo
diretamente ligados a fotossintese, além de redugdes da transpiragio de 0,084 mmol HoO m? s°

!'por incremento unitario na condutividade elétrica da 4gua (Wanderley et al., 2022).

O desequilibrio i6nico/osmoético nas células vegetais acarreta impactos negativos a
fotossintese, devido ao fechamento estomatico e interferéncia no transporte fotossintético de
elétrons parte da energia produzida pela fotossintese direcionada do crescimento para a defesa
ao estresse (Wu et al., 2019). Este rapido fechamento estomatico em resposta a redu¢do do
potencial hidrico do solo causado pela salinidade ¢ seguido de uma fase lenta, relativa ao
acimulo de niveis de ions salinos citotdxicos, que causa danos fisiologicos celulares e restringe
a assimilacdo de CO; e outros processos metabdlicos chave ao crescimento (Yang et al., 2020;
Khan et al., 2020). A eCO; ambiente pode também reduzir a condutancia estomatica, que ocorre
por mecanismo distinto da salinidade em fun¢@o do acimulo de moléculas sinalizadoras como
o 4cido abscisico e atividade de canais idnicos especificos de Ca*" e CI', que estdo ambos

envolvidos na regulacdo da turgescéncia das células guarda (Bhargava; Mitra, 2021).

Por ser um componente bésico da fotossintese, o incremento de CO> atmosférico torna-
se uma das principais varidveis ambientais que podem afetar a produtividade das plantas
cultivadas, o aumento da sua concentra¢do pode promover alteragdes metabolicas e fisiologicas
das plantas (Dorneles, 2018; Braga et al., 2021b). Maiores propor¢des de CO> na atmosfera tem
o potencial de aumentar a atividade fotossintética e diminuir a fotorrespiracao pela diminuigado
da atividade de oxigenase da rubisco (Braga et al., 2021a). Esses efeitos benéficos devem ser
potencialmente mais importantes para plantas C3, como o arroz, onde a maior relagdo CO2/O>
(Figura 2) no mesofilo foliar pode estimular a fixacdo de carbono nos sitios de carboxilag¢do nos

cloroplastos e resultar em maior eficiéncia de uso de dgua e a (Sakai et al., 2001).
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Figura 2 Representacdo esquematica da atuagdo do CO: elevado na redugdo da fotorrespiracao

frente ao estresse salino. Fonte: Autor (2025)

As plantas podem produzir mecanismos sinalizadores da presenca de salinidade, como
as espécies reativas de oxigénio (EROS), contudo, elevadas concentragdes de EROS podem ser
danosas aos tecidos (Van zelm; Zhang; Testerink, 2020). O excesso de EROS pode causar danos
oxidativos as proteinas, lipidios e acidos nucléicos, que culminam na morte celular (Souza et
al., 2019). No entanto, os efeitos nocivos gerados pelos sais podem ser mitigados pela
fertilizagdo com CO> em niveis elevados (Li ef al., 2020a). Em plantas de cevada submetidas
ao estresse salino, Pérez-Lopez et al., (2009) observaram que a combinacao da salinidade e CO»
elevado acarretaram um menor registro de danos oxidativos, menor regulagdo positiva do
sistema antioxidante, menor formacdo de EROS, melhor manutencdo da homeostase redox

associados a maior taxa de assimila¢dao de carbono.

Em plantas de tomate, a elevacao da concentracdo de CO2 na atmosfera anulou os efeitos
do sal sobre o crescimento da planta e rendimento da biomassa vegetal (Takagi ef al., 2009a).
A taxa de fotossintese liquida foi superior nos tratamentos de CO; elevado + salinidade, quando
comparado aos tratamentos salinos + CO; ambiente. Este mesmo comportamento foi observado
para a reducdo da atividade de enzimas antioxidantes como a catalase (Takagi et al., 2009a).
Em concordancia Brito ef al., (2020), ao avaliar plantas de tomate sob estresse salino, observou
que o CO; elevado aumentou a fotossintese liquida em funcao da redug¢do na concentragdo de
intermediarios do ciclo de Krebs, assim como restaurou os teores de glicina e serina elevados
pela salinidade. Manea; Geedicke; Leishman, (2020), por sua vez, relatam que ndo houve
interagdo entre o elevado CO; e a salinidade em plantas de mangue Aegiceras corniculatum e

Avicennia marina.
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3.2 Impactos da elevacio da concentracio de CO2 no metabolismo vegetal

O didxido de carbono (COz) ¢ essencial a vida no planeta, por ser um dos principais
componentes da fotossintese (Dorneles, 2018; Braga ef al., 2021a). Contudo, a¢des antropicas
tém influenciado de forma significativa no aumento das emissdes de gases de efeito estufa,
como o CO», metano e 6xido nitroso (Ribeiro; Mattos; Longaray, 2023; Braga et al., 2021a). A
concentragdo atmosférica de CO; se tornou uma problematica a ser estudada pela comunidade
cientifica, devido ao seu constante aumento na concentragdo atmosférica desde antes da
revolucdo industrial, partindo de uma concentragdo de cerca de 280 ppm (Braga et al., 2021b;
Qian et al., 2021) para algo em torno de 418 ppm em 2022 (NOAA, 2024). De acordo com o
(IPCC, 2020) os incrementos da concentragdo de CO> devem ser atribuidos principalmente ao
uso de combustiveis fosseis € a mudanga no uso da terra, ao passo que o aumento nos teores de

metano e 6xido nitroso devem ser atribuidos a agricultura.

Os processos de aclimatagdo ao elevado CO; nas plantas ainda ndo s3o bem
compreendidos, especialmente se associados a outros fatores ambientais adversos, como a
salinidade (Souza et al., 2019). Contudo, sabe-se que os efeitos biologicos decorrentes do
aumento da concentragdo de CO> ambiente podem favorecer o desenvolvimento das plantas
além de refletir no comportamento de alguns microrganismos de interesse agricola (Dorneles,
2018; Dorneles ef al., 2019). O aumento na concentracao atmosférica de CO; pode diminuir a
fotorrespiracao, a atividade fotossintética e a atividade de oxigenase da rubisco, além de reduzir
a condutancia estomdtica, aumentar a eficiéncia de uso da agua e a relagdo C/N, e a diminui¢ao

da respiragdo no escuro (Braga et al., 2021a; Reich et al., 2018).

Ao trabalhar com plantas de trigo, Braga et al., (2021b), constataram que a elevagdo do
CO, da concentragdo ambiente (+420 ppm) para 700 umol mol™! incrementou positivamente no
rendimento de graos, estatura da planta, area foliar, biomassa total, massa seca da parte aérea e
radicular. Para os autores, estes ganhos sao atribuidos a maior alocagdo dos fotoassimilados em
orgaos de crescimento/reprodutivos, uma vez que plantas crescidas em atmosfera enriquecida
com CO; aumentam a concentracdo interna de CO; e a eficiéncia do uso da agua. Isso gera
impactos na redu¢do na condutancia estomatica, transpiratoria, eficiéncia da carboxilacdo e
indice de clorofila (Braga et al., 2021b; Li et al., 2020b; Xu et al., 2020; Gago et al., 2020;
Nunes Pires et al., 2024). Isso foi observado por Porteaus et al., (2009), contudo, os autores
ressalvam, que houve reducdo no teor de proteina bruta nos graos de trigo, o que indica uma
maior necessidade de aplica¢do de nitrogénio, em ambientes de elevada concentracdo de COz,

para manter as propriedades quimicas dos graos.
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Segundo Barroso Neto, (2019) a elevacdo do teor de CO2 em plantas de arroz foi
responsavel por manter o teor de carotenoides, clorofila, atividade da catalase e contetido de
ascorbato reduzido nos tratamentos bem irrigado € com restricdo hidrica, ao passo que o
conteudo de ascorbato reduzido foi estimulado tanto pelo déficit hidrico quanto pelo alto CO».
Ainda nesse estudo, foi observado que o alto CO> estimulou significantemente o crescimento
das plantas de arroz, na auséncia e presence de estresse de seca, com impactos positivos
principalmente no crescimento de raizes sob condig¢des de seca. As constatacdes supracitadas
reforgam os efeitos do aumento da concentragdo de CO» no metabolismo vegetal, tendo em
vista que a atividade enzimatica tem maior expressdo em plantas de arroz em ambientes sem a

ocorréncia de estresse hidrico (Fernandes et al., 2020).

E fato que o aumento da concentragdo interna (Ci) de CO2 no mesofilo foliar em uma
atmosfera enriquecida eleva a taxa fotossintética e a eficiéncia da carboxilacdo da rubisco. No
entanto, essa elevagao ndo ¢ proporcional ao aumento do Ci, pois o CO; estd em processo de
difusdo pelo parénquima e ndo estdo prontamente disponiveis para uso no ciclo de Calvin,
especificamente no estroma do cloroplasto (Braga et al., 2021b). Assim, segundo os autores,
num primeiro momento, o aumento da concentracdo de CO; atmosférico aumenta a taxa
fotossintética, que imediatamente fica limitada em fun¢do do maior consumo de RuBisCo e

ATP, que aparentemente ndo sio supridas na mesma velocidade.

O arroz cultivado em ambiente de elevado CO2, comparado com a concentracdo
atmosférica atual, apresenta maior indice de area foliar, maior biomassa, maior altura de planta,
maior nimero de perfilhos e maior eficiéncia do aparato fotossintético e parte fotoquimica (Hu
et al., 2024). A resposta do CO: elevado as plantas de arroz, no entanto, podem ser variaveis
conforme a fase fenologica e material genético avaliado, devido a aclimatagdo fotossintética
(Cai et al., 2020; Wang et al., 2020a). Ao avaliar os efeitos da elevagdo da concentracao do
CO; atmosférico no controle da mancha parda na cultura do arroz, Dorneles, (2018) constatou
que o aumento de CO> de 400 ppm para 700 ppm, foi responsavel pela redu¢do na severidade
da mancha parda e influenciou na concentracao dos pigmentos fotossintéticos e reducdes no
dano celular. Contudo, Wang et al., (2020b) ao associarem o alto CO> e o aumento de
temperatura, indicam que as condi¢des climaticas futuras serdo vantajosas para a fotossintese
foliar, mas nao afetara positivamente o crescimento e rendimento do arroz. Além disso, o CO2
elevado pode acarretar prejuizos, como reduzir o teor de N nas folhas (Nowak; Ellsworth;

Smith, 2004) e a qualidade de graos, em plantas C3 (Ben Mariem ef al., 2021).
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Ao avaliar a elevagdo do CO> de 360 ppm para 560 ppm, associada a crescentes doses
de nitrogénio na cultura do arroz, Harmens; Marriott; Ashenden, (2005) observaram que a
atmosfera enriquecida com CO> elevou a fotossintese liquida e estimulou a velocidade méxima
de carboxilacdo, igualando-a em condi¢des de baixo e elevado nivel de adubagao nitrogenada.
Ao passo que ao CO; elevado as plantas de arroz apresentaram maior taxa de assimilagdo
liquida de CO, maior eficiéncia no uso da d4gua e maior concentracdo intercelular de CO2, sdo
observados menores valores de condutancia estomatica, indice de clorofila, indice de balango
de nitrogénio e percentual de nitrogénio nas folhas (Nunes Pires et al., 2024). Ainda segundo
os autores, a elevagdo do CO; aumentou a atividade das enzimas glutamina sintetase e nitrato
redutase em folhas ¢ raizes sob alto CO,, bem como maior teor a¢ticares soluveis totais, nitrato,

amido e polissacarideos hidrossoluveis nas folhas.

De acordo com Nunes Pires et al., (2024), o ponto de saturacdo do CO; para plantas C3
¢ superior ao nivel atmosférico atual, o que implica dizer que o enriquecimento atmosférico
com CO2 poderd impactar diretamente no aumento da taxa de fotossintese e produtividade de
plantas, como a cultura do arroz. Nunes Pires et al., (2024) ao trabalharem com a cultura do
arroz, verificaram aumento na taxa fotossintética de plantas de arroz cultivadas sob alta
concentragdo de COjzem dois dos quatro estadios fenoldgicos avaliados. Os autores
observaram ainda, redu¢do na transpiragdo, na eficiéncia quantica do PSII e em cerca de 40%
da condutancia estomatica, ao comparar com os tratamentos submetidos a concentragdo de CO>

ambiente.

Reconhecendo-se que os ambientes interiores das camaras de crescimento diferem do
ambiente natural, os pesquisadores desenvolveram um método de fertilizagdo do CO> elevado
a nivel de campo, o método Free-Air CO> enrichmente (FACE), um tipo de enriquecimento
com CO; ao ar livre (Allen et al., 2020a). No entanto, os experimentos utilizando o sistema
FACE produzem resposta a ambientes flutuantes de CO2, que diferem dos niveis constantes
observados em sistemas de cdmaras de crescimento e estufas, por exemplo (Allen et al., 2020b).
Ao trabalhar com a metodologia FACE por 2 anos consecutivos, na avaliacdo dos impactos do
COs elevado no rendimento de graos do arroz hibrido YLY900, Hu et al., (2024), constataram
que os tratamentos aplicados elevaram a produtividade em 15%, apesar de algumas intempéries
ocorridas, como a precipitacdo excessiva em um dos anos de conducdo. Entretanto, apesar do
elevado rendimento, além de maior qualidade de cozimento, foi observado redugdo no teor de

N dos graos de arroz.
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Por sua vez, Wang et al., (2024), relatam que a elevacdo do CO; unicamente ndo traz
incrementos ao rendimento de plantas de arroz associadas a estresses como temperaturas
elevadas. O ambiente com alto COa, por si s, ja gera incrementos a temperatura do dossel, isso
por conta da diminuicdo da condutincia estomatica observada (Leakey et al., 2009).
Experimentos com a cultura do arroz fertilizadas com CO> elevado ao ar livre (FACE) tem
demonstrado aumento no rendimento de graos, na densidade de paniculas, na porcentagem de
espiguetas maduras, qualidade do grao para cozimento, tamanho do grao, biomassa e matéria
seca (Hasegawa et al., 2013). Contudo, esses efeitos sao retardados sob elevadas temperaturas,
uma vez que o CO» elevado ndo consegue compensar integralmente os seus efeitos (Shen et al.,

2023; Cai et al., 2016).

A mitigagdo de estresses em plantas com o uso de alta concentragdo de CO> depende da
sua presenca constante durante os periodos de estresse, necessitando que o CO> seja utilizado
ao longo de todo o ciclo da cultura. No entanto, s3o escassas as pesquisas que investigam a
durabilidade dos efeitos benéficos em plantas expostas a altos niveis de CO apenas nas fases
iniciais, como a germinagdo e o estabelecimento das plantulas, até mesmo para plantas de ciclo
curto. Estresses abidticos, como seca, altas temperaturas e salinidade, podem induzir respostas
nas plantas que persistem além do periodo de exposi¢do. Esses preparativos, que funcionam
como um mecanismo de memoria gerado na fase inicial de desenvolvimento, podem perdurar
e auxiliar na ativagdo de mecanismos de defesa ao final do ciclo da cultura. Quando isso ocorre
na mesma gera¢do, ¢ denominado "priming" (Liu; Able; Able, 2022; Perrella; Baurle; Van
zanten, 2022; Béaurle; Trindade, 2020; Villagomez-aranda et al., 2022; Panda et al., 2023; Moon
et al.,2020). Em resumo, as plantas adquirem maior tolerancia ao estresse abiodtico intermitente

utilizando informagdes obtidas durante exposicdes anteriores (Charng; Mitra; Yu, 2023).

Segundo a teoria do priming de defesa, a exposi¢ao a um estimulo externo coloca a
planta em um estado de prontidao que persiste mesmo ap6s a remocgdo do estimulo (Charng;
Mitra; Yu, 2023; Pissolato eet al., 2024) observaram que flores de Arabidopsis thaliana mantém
altas taxas de crescimento acelerado na progénie de plantas expostas a altos niveis de COo.
Ahmad ef al., (2024) afirmam que sementes transgeracionais expostas a altos niveis de CO»
regulam positivamente os processos metabolicos de recuperagdo da seca, melhorando o
rendimento de graos de trigo sob condi¢des de estresse hidrico. Rossatto ef al., (2023) relatam
que a aplicacdo de sal na fase vegetativa pode mitigar os efeitos da seca durante a fase
reprodutiva, através da indugdo de expressdo de genes de tolerancia cruzada que estdo

relacionados a hormonios, fotossintese, sistema antioxidante e fatores de transcricao.
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3.3 Aspectos gerais da cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma das culturas cerealiferas mais importantes do mundo,
bem como, fonte primaria de alimentac¢ao para mais de um terco da populagao mundial (Matos
Filho; Carvalho, 2020; Khalid et al., 2022). De acordo com sua classificagdao botanica, o arroz
pertence a familia Gramineae, ¢ uma monocotiledonea da ordem Glumifloreae, e possui ciclo
de desenvolvimento completo que varia de 80 a 280 dias, a depender da variedade (Marcondes
e Garcia, 2021). Para genotipos de terras altas Fernandes et al. (2020) observaram uma variagao

de 83 a 94 dias até o florescimento.

Segundo a USDA, (2024), nos ultimos cinco anos, a produ¢do mundial de arroz tem se
mantido constante em torno de 785 milhdes de toneladas. De acordo com dados da CONAB,
(2024) a produgao estimada de arroz no territorio brasileiro para a safra 2023/2024 ¢ de cerca
de 11,3 milhdes de toneladas, conferindo-lhe o primeiro lugar em termos de produtividade no
Mercado do Cone Sul, com uma média de 6.513 kg ha™! (Silva; Wander, 2023). Fernandes et
al., (2020), ao avaliarem o rendimento de distintos materiais de arroz de terras altas,
constataram uma média geral de 4.909,98 kg ha™! de produtividade de grios, com potencial de

até 5.784,12 kg ha'! para alguns materiais.

Em 2023, a produg¢do mundial de arroz em casca alcangou cerca de 800 milhdes de
toneladas, cultivadas em 168,4 milhdes de hectares, com produtividade média de 4.752 kg ha™,
representando aproximadamente 28% da producao global de cereais, ficando atras apenas do
milho e a frente do trigo (FAO, 2021). A Asia concentrou 86,6% da produgio, com destaque
para China e India como principais produtores, enquanto as Américas responderam por 4,6%,
sendo o Brasil e os Estados Unidos os maiores destaques, com producdes de 10,3 € 9,9 milhdes
de toneladas, respectivamente. O Brasil, que representa 28% da produgdo americana e ocupa a
9* posicdo mundial, também lidera o Mercosul, seguido por paises como Peru, Coldmbia e
Uruguai, somando 23 milhdes de toneladas no bloco. Na América Latina e Caribe, a produgao
foi de 26,8 milhdes de toneladas, das quais 38,4% correspondem ao Brasil, consolidando sua

relevancia tanto regional quanto globalmente (Embrapa, 2025).

Entre os fatores mais limitantes a cultura do arroz, esta a salinidade Mheni et al., (2024),
devido a efeitos negativos como o acumulo e sintese de osmdlitos, eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio e manutengdo da homeostase de ions toxicos (Liu et al., 2023). A maior
sensibilidade do arroz a salinidade ocorre no inicio do estdgio vegetativo e do reprodutivo,

contudo, as respostas das plantas sdo diretamente dependentes do genotipo utilizado (Stavridou
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et al., 2017). Entre os mecanismos de resisténcia ativados estdo mudangas morfofisiologicas,
bioquimicas, anatOmicas e moleculares, mais precisamente o ajuste da pressdo osmotica,
homeostase i6nica, desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio e regulagao hormonal (Arif
et al.,2020); (Zhao et al., 2021). Ao avaliar o impacto da salinidade em dois gen6tipos de arroz,
Ueda et al., (2013) observaram que 8 dias de estresse salino diminuiram consideravelmente a
condutancia estomatica, taxa de transpiragdo e a taxa de fixagdo fotossintética de CO> nos

cultivares de arroz Juma67 e CFX18 em 33 e 42%, respectivamente.

A produtividade, exigéncia de manejo e demais caracteristicas estdo intimamente
ligadas a cultivar. A cultivar de arroz irrigado S3o Francisco foi desenvolvida a partir do
cruzamento da linhagem CMA 5544 pelo CNPaf/Embrapa e lancada em 1996 para os estados
de Alagoas, Sergipe e Pernambuco, destacando-se pela alta produtividade e boa adaptacgdo as
condi¢des do Médio e Baixo Sdo Francisco (Embrapa, 1996). Ainda segundo a instituicao de
pesquisa, em ensaios realizados entre 1991 e 1995, apresentou produtividade média de 7.091
kg ha™', superando a cultivar Diamante e equiparando-se a testemunha comercial Metica 1.
Possui ciclo médio de 130 dias, plantas modernas com folhas eretas, altura de 80 cm, alta
capacidade de perfilhamento, resisténcia ao acamamento ¢ baixa incidéncia de doengas. Seus
graos sdo longos e finos, com bom rendimento no beneficiamento, e apresentam excelente
qualidade culinaria, sendo soltos e macios apds o cozimento, com baixo teor de amilose e

gelatinizagdo em baixa temperatura (Embrapa, 1996).
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EXPERIMENTO 1

Fertilizacdo com CO: elevado para atenuar danos fisiolégicos e bioquimicos em plantas

de arroz expostas a salinidade
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Resumo

A fertilizagdo com CO; elevado tem mostrado potencial em mitigar os efeitos deletérios
do estresse salino em plantas de arroz. Contudo, requer exposi¢des continuas, o que levanta a
hipdtese de que uma exposi¢do transitdria nas fases iniciais, pode induzir o efeito priming em
fases fenologicas posteriores. Com isso, este trabalho objetivou avaliar os efeitos benéficos da
fertilizagdao temporaria com CO; elevado na protecdo da atividade fotossintética, toxicidade
i0nica ¢ danos oxidativos em plantas de arroz submetidas ao estresse salino, bem como,
investigar esse efeito nas fases posteriores de desenvolvimento. O experimento conduzido na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Nordeste brasileiro, foi composto por cinco
tratamentos: Referéncia (plantas crescidas sob CO, ambiente — 400 ppm); Indugdo com CO»
(plantas aclimatadas ao CO- elevado — 800 ppm); Recuperagdo do CO: (plantas expostas ao
elevado CO; seguido da recuperagdo para 400 ppm); Salinidade + indu¢do com CO; (plantas
sob salinidade expostas ao elevado CO»); Salinidade + remog¢ao do CO> (plantas sob salinidade
expostas ao CO» elevado seguido da remogao do elevado CO»). Foram investigados parametros
fisiologicos e bioquimicos. A fertilizagdo com CO: elevado mitigou os efeitos deletérios da
salinidade nas trocas gasosas, na eficiéncia fotoquimica e nos parametros bioquimicos
avaliados. Assim como, reduziu a toxicidade idnica e os danos oxidativos. Embora o CO»
elevado tenha atenuado os impactos do sal nas trocas gasosas e nos componentes fotoquimicos
e bioquimicos, a exposicao por apenas 20 dias consecutivos ndo foi suficiente para de forma
consistente, ativar mecanismos de memoria fisiolégica em todos os parametros investigados.
Entretanto, a exposicao transitoria ao CO; elevado ativou mecanismos de memoria fisiologica
que beneficiaram em ocasides posteriores ao fornecimento, mesmo na presenca de estresse
salino, os teores de carboidratos, os parametros de eficiéncia fotossintética (Vcmax e Amax), a
prote¢do enzimatica e o teor de potassio, que se manteve estdvel mesmo com o aumento da
concentragdo de sodio.

Palavras-chave: CO; elevado, Protecdo oxidativa, Fotossintese, salinidade, Oryza sativa

Abstract

Elevated CO:s fertilization has shown potential in mitigating the deleterious effects of salt stress
in rice plants. However, it requires continuous exposure, which raises the hypothesis that
transient exposure during early stages may induce a priming effect in later phenological phases.
Therefore, this study aimed to evaluate the beneficial effects of temporary elevated CO:
fertilization on the protection of photosynthetic activity, ionic toxicity, and oxidative damage
in rice plants subjected to salt stress, as well as to investigate this effect in later developmental
stages. The experiment, conducted at the Federal Rural University of Pernambuco,
Northeastern Brazil, consisted of five treatments: Reference (plants grown under ambient CO2
— 400 ppm); CO: induction (plants acclimated to elevated CO2 — 800 ppm); CO: recovery
(plants exposed to elevated CO: followed by recovery at 400 ppm); Salinity + CO: induction
(plants under salinity exposed to elevated CO:); and Salinity + CO: removal (plants under
salinity exposed to elevated CO: followed by removal of elevated CO:). Physiological and
biochemical parameters were investigated. Elevated CO- fertilization mitigated the deleterious
effects of salinity on gas exchange, photochemical efficiency, and the biochemical parameters
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evaluated. It also reduced ionic toxicity and oxidative damage. Although elevated CO:
attenuated the impacts of salt stress on gas exchange and photochemical and biochemical
components, exposure for only 20 consecutive days was not sufficient to consistently activate
physiological memory mechanisms across all parameters investigated. Nevertheless, transient
exposure to elevated CO: activated physiological memory mechanisms that benefited
carbohydrate content, photosynthetic efficiency parameters (Vcmax and Amax), enzymatic
protection, and potassium levels—which remained stable despite the increase in sodium
concentration—even in later stages under salt stress.

Keywords: Elevated CO2, Oxidative protection, Photosynthesis, Salinity, Oryza sativa

Introducio

A salinizagdo do solo ¢ um dos estresses mais severos na agricultura que se intensifica
com as mudangas climaticas (Song et al., 2024; Khan et al., 2020). Diante deste desafio, as
plantas realizam ajustes fisiologicos e bioquimicos (Munns et al., 2020a), incluindo
mecanismos de tolerancia ao estresse osmotico e ao dano oxidativo, como a ativagdo de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Zhou-Tsang et al., 2021; Marcondes; Garcia,
2009; Lupo et al., 2022). Além disso ha uma répida dissipacdo de energia fotoquimica da
fluorescéncia da clorofila que intui a prote¢do contra a fotoinibi¢ao (Yang et al., 2020). Uma
possivel solugdo a toxicidade salina seria a fertilizagdo com CO; a niveis elevados (Brito et al.,
2020; Lv et al., 2020; Perez-Lopes et al., 2009). Todavia, esse processo requer fumigagdes
continuas durante o ciclo completo da cultura (Jones et al., 2014; Yang et al., 2023; Lv et al.,

2020).

Embora a elevag¢ao do CO; atmosférico traga efeitos negativos devido ao efeito estufa
por incrementos de temperatura ambiente, sua elevacdo tem mostrado resultados benéficos em
mitigar efeitos nocivos da salinidade (Takagi ef al., 2009a; Brito ef al., 2020; Yang et al., 2023;
Braga et al., 2021a). Em mudas de Anacardium occidentale L., o alto CO; estimula a alocag¢ao
de biomassa melhorando o acimulo de carboidratos e a razdo K"/Na' na planta, atenuando a
toxicidade ionica da salinidade (Souza et al., 2019). Em plantas C3, como o arroz (Oryza
sativa), a maior relacdo CO2/O2 no mesofilo foliar estimula a fixacdo de carbono nos sitios de
carboxilagcdo dos cloroplastos reduzindo a atividade de oxigenase da Rubisco (Sakai et al.,
2001). Essa resposta diminui a fotorrespiracdo, potencializando a fotossintese, atenuando danos
oxidativos associados a  producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a peroxidagao

lipidica (Hu et al., 2024; Bhargava; Mitra, 2021; Li et al., 2020a; Pérez-Lopez et al., 2009).
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Nos ultimos decénios, diversas metodologias e instrumentagdes tem sido desenvolvida
por pesquisadores visando a fertilizagdo com CO; em plantas, incluindo o uso de Camara de
Crescimento Artificial (FITOTRON) e Camara de topo aberto (Open top chamber — OTC). Em
estudos de campo o sistema mais empregado tem sido o Free Air CO: Enrichment (FACE), que
consiste em aplicar fumigagdes constantes por todo ciclo de desenvolvimento da planta (Allen
et al., 2020a; Takai et al., 2023; Hu et al., 2024; Wang et al., 2020a). Todavia, o sistema
apresenta limitagdes, pois ndo controla com precisao a concentragao do gas (COz), além de ser

uma técnica dispendiosa (Crous, Walters e Ellsworth, 2008; Major, Mosseler e Malcolm, 2018).

Uma alternativa promissora ao uso continuo do CO: elevado seria a ativagdo de
memoria celular molecular/fisioldgica nas plantas por meio do fendmeno de Cross-tolerance,
que consiste na aclimata¢ao/maior resisténcia da planta a determinados fatores adversos pela
prévia exposicdo ao respectivo fator em baixa intensidade (nao letal) (Rossatto et al., 2023a).
Por exemplo, Liu et al., (2020) concluiram que a aplica¢do de peroxido de hidrogénio junto a
solugdo nutritiva uma Unica vez pode conferir resisténcia prolongada ao estresse salino em
plantas de trigo. No caso dos efeitos benéficos do CO; a maioria dos estudos focam na aplicacao
simultanea dos dois fatores, como o CO> elevado associado a presenca de salinidade (Kazemi
etal.,2018; Hu et al., 2022) ou estresse hidrico (Kumar et al., 2017; Kumar et al., 2019; Zhang
et al., 2022), sem avaliar possiveis efeitos duradouros/permanentes da aclimatagdo precoce ao

COa.

Ainda ndo ha relatos na literatura de como o CO; elevado, apenas em fases iniciais,
poderia modular a permanéncia de mecanismos genético/bioquimico/fisioldégico de
células/tecidos/6rgaos durante o ciclo das plantas, nem mesmo naquelas espécies de ciclo curto,
assim como o arroz. Nesse estudo, objetivou-se avaliar os efeitos benéficos da fertilizacao
temporaria com CO: elevado nas fases de germinagdo/crescimento inicial na protecdo da
atividade fotossintética, toxicidade idnica e danos oxidativos em plantas de arroz submetidas
ao estresse salino, bem como, investigar esse efeito nas fases posteriores de desenvolvimento.
Partindo da hipotese que a fertilizacdo transitoria com CO; elevado durante a fase vegetativa
inicial, induz a ativagdo de mecanismos de memoria fisioldgica capazes de atenuar o estresse

salino em plantas de arroz em fases posteriores.
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Métodos

2.1 Material vegetal e abordagem experimental

O experimento foi conduzido no Programa de Pos-Graduagao em Producao Vegetal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, na Unidade Académica de Serra Talhada. As
sementes de arroz (Oryza sativa), cultivar S3o Francisco, foram semeadas em vasos plésticos
de 5 L em uma mistura de areia e vermiculita (v/v). Os vasos foram acondicionados em camara
de crescimento (Fitotron SGC 120) com condi¢des controladas de temperatura (30°C dia/25°C
noite), umidade relativa do ar (55% dia/65% noite) e densidade fluxo de fotons fotossintético
(DFFF) de 300 pmol m™ s™!, com fotoperiodo de 12 h. Durante a germinagio a umidade do
substrato foi mantida préxima da saturagdo (verificada pela percolacdo) por irrigagdes diarias
com agua destilada e a partir de 10 dias apds o semeio (DAS) as plantulas foram irrigadas com
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com metade da for¢a (!2), e mantidas em
concentragdo de CO; ambiente (400 ppm) por 50 dias. Aos 60 DAS foram realizadas medidas
de trocas gasosas e de atividade fotoquimica e colhidas trés plantas para mensurar a massa seca,
sendo essas medidas usadas como referéncia. Em seguida, as plantas foram divididas em dois
grupos, ambos expostos ao CO2 elevado (800 ppm) por 20 dias consecutivos e irrigado a cada
trés dias com solucdo butritiva, sendo um grupo irrigado: com solucao nutritiva (sem NaCl) e
outro acrescida de NaCl (80 mM). Apds esse periodo, foram realizadas as devidas mensuragdes
necessarias e a concentracdo de CO; foi reduzida para o CO2 ambiente (400 ppm) por mais 20
dias, para a fase de recuperacdo dos efeitos do elevado COs-.

Essa abordagem possibilitou os tratamentos: Referéncia (plantas crescidas sob CO2
ambiente — 400 ppm); Inducdo com CO: (plantas expostas a CO; elevado por 20 dias);
Recuperacao do CO2 (expostas ao elevado COz seguido da recuperacao por 20 dias); Salinidade
+ indug@o com CO: (sob salinidade expostas ao elevado CO: por 20 dias); Salinidade + remog¢ao
do COz (sob salinidade expostas ao CO> elevado seguido da remocgao do elevado CO2 por 20
dias). Com isso, avaliou-se os possiveis efeitos benéficos do CO» na fase indugao, bem como a
manutengdo desses efeitos apds a fase de recuperacao do elevado CO», nas plantas crescendo

na auséncia e preseng¢a de salinidade.
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Figura 3 Desenho experimental mostrando a condugdo das plantas desde o semeio até a aplicagdo dos tratamentos

Germinagdo  Referéncia

de referéncia e de salinidade, associada as fases de induc@o e de recuperagio do elevado CO,. Durante a germinagao
(10 d) a umidade do substrato foi mantida com agua destilada, seguida da aplicagdo de solugdo nutritiva diluida
(1/2) por 50 dias sob CO, ambiente (400 ppm). Seta azul indicando o momento da amostragem para o tratamento

de referéncia.

Pela abordagem experimental empregada no estudo foram realizadas trés amostragens,
em trés momentos: (i) aos 60 dias apos o semeio (anterior a inducao de CO2); (ii) apds 20 dias
de tratamento com indug¢do (80 DAS) e (iii) apos 20 dias de recuperagdo do CO: elevado (100
DAS). Em cada amostragem, foram colhidas trés plantas de cada tratamento. Para a avaliacao
dos parametros bioquimicos apds a mensuragdo das variaveis fisiologicas foram coletadas
amostras foliares, na presen¢a de nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. A parte restante
dos tecidos vegetais colhidos foram separados em folha, perfilho e raiz, acondicionadas em
papel Kraft e secas em estufa (55°C) até atingir massa constante, para quantificacdo das

medidas de crescimento e analises bioquimicas posteriores.

2.2 Medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de trocas gasosas foram medidos utilizando um analisador portatil de
gases infravermelhos (IRGA), modelo GFS 3000, Walz-Alemanha, em folhas fisiologicamente
maduras (totalmente expandidas) do terco médio das plantas, das 9 as 11h da manha. Foram
mensuradas curvas de Fotossintese liquida (Px, pmol CO2 m?s™), transpira¢io (E, mmol HO

m s, condutncia estomatica (gs, mm H,O ms™!) e concentragdes intercelulares de CO> (Ci,
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umol CO2 mol™! ar) em resposta ao aumento da concentracio de CO2 na cAmara foliar do IRGA
(Pn/CO2) e em resposta a densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (Pn/DFFF), mensuradas
e ajustadas com base nos modelos propostos por Lieth e Reynolds (1987) e Sharkey et al.
(2007), respectivamente. Para as curvas de resposta ao CO», a DFFF e a temperatura na camara
do IRGA foram mantidas em 1000 pmol m? s™! e 28 °C, respectivamente, em intervalos de
concentracdo de CO» decrescentes de 1800 a 50 pmol m™s™! (1800, 1400, 1000, 800, 600, 400,
300, 200, 100 e 50).

Para as curvas em resposta ao incremento de luz (DFFF), a pressao parcial de CO; e a
temperatura na camara do IRGA foram mantidas em 400 pmol m™s™! e 28 °C, respectivamente.
A DFFF foi alterada de 2000 para 0 umol m~ s (2000, 1600, 1000, 800, 600, 400, 300, 200,
100, 50 e 0). Em cada intensidade de luz, as leituras foram registradas apds o alcance das
condi¢des de estado estacionario, quando o CV total foi menor que 5% ¢ a estabilidade foi
alcangada (~3,5 minutos para cada etapa). A eficiéncia do uso da dgua (WUE) foi calculada

como a relacdo Pn/gs.

A partir das Curvas Pn/Ci e Pn/DFFF foram estimados os seguintes parametros de
eficiéncia fotossintética: Pnmax (Fotossintese méaxima observada), Vemax (taxa maxima de
carboxilagdo permitida pela ribulose 1-5-bifosfato carboxilase/ oxigenase (Rubisco)), Jmax
(taxa de transporte fotossintético de elétrons) e LCP (ponto de compensacao de luz), conforme
metodologias propostas por Marshall e Biscoe (1980) e Sharkey et al., (2007). Os parametros
de assimilagdo de CO: foram estimados com o auxilio do pacote photosynthesis, que
implementa o0 modelo bioquimico de assimilagdo de carbono proposto por Farquhar et al.
(1980), com base em autores como Marshall e Biscoe (1980) e Sharkey et al. (2007). Os ajustes
foram realizados por meio do software RStudio, utilizando a fun¢do nl/s./m do pacote

minpack.lm.

A fluorescéncia da clorofila a foi medida usando o método de pulso de saturagdo
(Klughammer e Schreiber 1994), com auxilio de um fluorimetro modulado portatil modelo
MINI-PAM II (Heinz Walz, Alemanha). As folhas foram adaptadas ao escuro por 50 min para
mensurar a fluorescéncia minima (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm). As curvas de indicadores
de atividade fotoquimica foram obtidas com o MINI-PAM-II com incrementos da DFFF
variando de 0 a 1500 umol m s 1 (0, 25, 45, 65, 90, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e 1500
umol m? s 1) e curvas de inducio fotossintética em resposta ao tempo de exposicdo a luz

actinica (Com configuragao padrao de 20s). Os seguintes parametros foram avaliados: o
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rendimento quantico méximo de PSII [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm]; o rendimento quantico efetivo
do PSII [YII = (Fm'- Fs)/Fm'], o quenching ndo fotoquimico [NPQ = (Fm — Fm')/Fm] e a taxa
aparente de transporte de elétrons através do PSII [ETR II = (YII x PPFD x 0,5%0,84)]. Para
estimar o ETRII, 0,5 foi usado assumindo a fracao de energia de excitagao distribuida ao PSII,
e 0,84 como a fragdo de luz incidente absorvida pelas folhas. Os parametros Fm’ e Fs sdo a
fluorescéncia maxima e a fluorescéncia em estado estacionario nas amostras adaptadas a luz

(Maxwell e Johnson, 2000).

2.3 Extracio de proteinas e ensaios enzimaticos

Amostras de folhas frescas (200 mg) foram homogeneizadas em almofariz e pistilo na
presenga de N> liquido e extraidas em tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) com EDTA
1 mM. Para a enzima ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi adicionado 1 mM de
ascorbato ao tampao de extracdo para evitar a desnaturacdo parcial dessa enzima. O extrato
bruto foi centrifugado a 14.000 g por 30 min a 4 °C e a fragdo soluvel (sobrenadante) foi
recuperada. Nessa fracao proteica, o teor de proteina solivel foi mensurado conforme método

descrito por Bradford (1976), utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA).

A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi expressa pela adigao de 50 pL do extrato
proteico a 2,95 mL do meio de reagdo (tampao fosfato de potassio pH 7,0 ¢ 50 mM e 20 mM
H>0,), calculada com o coeficiente de extingdo molar de H2O> (36 M cm™') e expressa em pmol
de H,0, mg! MS min™! (Havier e McHale 1987). A atividade da superéxido dismutase (SOD;
EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibi¢ao da producao de formazana azul por fotorreducao de
NBT. A atividade foi expressa em U.A. mg™! MS min! (Giannopolitis e Ries 1977). A atividade
da ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi medida em extrato similar (acréscimo de
acido ascorbico (1 mM) ao tampao de extracdo), pela oxidagdo do ascorbato, evidenciada por
uma diminui¢do na absorbancia a 290 nm. A atividade foi expressa em pmol mg' MS min’!

(Nakano e Asada 1981).

2.4 Danos a membrana (peroxidacio lipidica), teor de amonio (NH4") e acticares soluveis

totais

A peroxidagao lipidica (indicador de danos de membranas) foi mensurada pelo acimulo
de substancias reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS). O teor de TBARS foi determinado de
acordo com Heath e Packer (1968). Amostras de folhas (0,1 g) foram pulverizadas em

nitrogénio liquido (N2 liquido) e homogeneizadas com 1 ml de 4cido tricloroacético (TCA) a
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6% (p/v). As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. Aliquotas do
sobrenadante foram misturadas com 2 ml de TCA a 20% (p/v) com &cido tiobarbitarico (TBA)
a 0,5%. A mistura foi aquecida por 30 min a 95 °C em tubos e, em seguida, resfriada
rapidamente em banho de gelo. A absorbancia foi lida em 532 e 660 nm. O complexo MDA -
TBA foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM ™! e os resultados foram

expressos como nmol MDA-TBA g! MS.

O teor de amdnio (NH4") foi medido conforme descrito por Souza et al., (2019).
Amostras de matéria seca (0,2 g) de folhas, peciolos e raizes foram moidas em um almofariz
com pistilo e uma extragdo aquosa foi realizada por incubagdo em tubos de ensaio com tampa
de rosca contendo 25 ml de 4gua destilada e fervida a 100 °C por 1 h em banho maria. O extrato
foi filtrado e aliquotas (0,4 ml) foram adicionadas a um meio de reagao contendo 2,5 ml da
solugdo A [Solucdo A: Fenol (1%) + Nitroprussiato de sodio (0,005%) + 250 ml de agua
ultrapura] e 2,5 ml da solugdo B [Solu¢ao B: NaOH (0,5 %) + hipoclorito de s6dio comercial
(2,52% v/v) + 250 ml de agua ultrapura]. Apos estabilizagdo da cor as leituras foram realizadas
em um espectrofotdmetro a 625 nm. Os teores de NH4" foram estimados a partir de uma curva
padrdo de hipoclorito de sédio com concentragdes de NH4" variando de 0 a 50 pmol L', e os

resultados foram expressos como pmol NHs" g"! MS.

O teor de agucares soluveis foi mensurado conforme o método do fenol-sulfurico
(Dubois et al., 1956). Para a extracdo aquosa amostras de matéria seca (0,2 g) de folhas, peciolos
e raizes moidas em almofariz com pistilo foram incubadas em tubos de ensaio hermeticamente
fechados com 25 ml de agua destilada e fervida a 100 °C por 1 h. O extrato foi filtrado e
aliquotas de 500 mL foram adicionadas a tubos de ensaio, seguido da adi¢do de 500 mL de
fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Apos agitacdo em vortex foram realizadas
leituras em espectrofotometro a 490 nm. O contetido de agucares foi estimado a partir de curva

padrio utilizado D-glicose e os resultados foram expressos como pumol g”! MF.

2.5 Medigoes dos teores de sédio, cloreto e potassio

Para a extracao dos ions, as amostras de folhas, perfilhos e raizes foram secas em estufa
com ventilagdo forcada a 55 °C até atingirem massa constante. A matéria seca (MS) foi moida
em um almofariz com pistilo e a extracao aquosa foi realizada incubando amostras moidas (0,2
g) em tubos de ensaio com 25 mL de dgua destilada e fervidas a 100 °C por 1 h. As leituras de

Na'" e K* foram realizadas em um fotdmetro de chama e os teores foram estimados a partir de
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uma curva padrio de KCI (para K*) e NaCl (para Na"), variando de 0 a 1000 umol L!. A razio
K'/Na" foi estimada a partir dos teores de K e Na" para diferentes partes da planta (raiz,
perfilhos e folhas) (Viegas et al., 2001). O teor de cloreto (CIl") foi medido pela titulacao de 20
mL de extrato aquoso com uma solucdo de nitrato de prata (AgNO3) (28 mmol L), utilizando
cromato de potéssio a 5% (K2CrO4) como indicador do fim da reacdo. O teor de Cl" foi
calculado e os resultados expressos em pumol g de matéria seca (MS) (Ferreira-Silva et al.,

2008).

2.6 Delineamento estatistico e andlise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), cada
unidade experimental foi constituida por um vaso contendo duas plantas de arroz, consideradas
réplicas. Os dados foram submetidos ao teste F a 5% de probabilidade, por meio de andlise de
variancia, ¢ as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a nivel de 5% significancia. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Rstudio e as figuras apresentadas
neste estudo foram plotadas através do SigmaPlot 14.0. Para investigar a resposta de cada
variavel dependente aos diferentes arranjos experimentais aplicados e o nivel de associacao,
andlises de correlagdo de Pearson e a andlise de componentes principais (ACP), foram

posteriormente realizadas também com o Rstudio.

3. Resultados

3.1. Elevado CO: estimula a assimilacio de carbono na auséncia e presenca de

salinidade

Os resultados mostram que a fotossintese liquida (Pn) foi maior em resposta ao
incremento da luz (Curvas Px/DFFF) nas plantas ndo salinizadas quando submetidas a fase de
indugdo com elevado CO> por 20 dias, se comparado as plantas referéncias (Figura 4A). Os
dados mostram que o alto CO» (indugdo) favoreceu a Pn na auséncia e presencga de salinidade,
porém esse estimulo da assimila¢do de carbono foi parcialmente revertido quando o nivel de

CO; retorna a 400 ppm por 20 dias, em ambas as condi¢des (auséncia e presenca de sal).

As plantas apresentaram incrementos da condutancia estomatica (gs) em resposta ao
aumento da luminosidade na seguinte sequéncia: plantas referéncia > plantas ndo salinizadas
apoOs recuperacdo > nao salinizadas na fase de inducdo > salinizadas apos a recuperagdao >

salinizadas durante a fase de indug¢ao (Figura 4B). A concentragdo intercelular de CO- (Ci) foi
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maior nas plantas referéncia, seguido das plantas salinizadas apos ao final da fase de inducao,
e das plantas expostas aos demais tratamentos, que apresentaram decréscimos similares de Ci
em resposta ao incremento da intensidade luminosa (Figura 4C). Esses dados sugerem que a
salinidade e o elevado CO; sdo fatores que podem levar a fechamento estomatico, embora por

mecanismos distintos, com impactos diretos na eficiéncia de assimilagao de CO».

Nas plantas referéncia e naquelas nao salinizadas sob indu¢ao com CO; os incrementos
de Pn foram similares e significantemente maiores em resposta ao aumento da concentracao de
CO> (Curvas Px/Ci), seguido pelas plantas salinizadas apds indug¢do e nao salinizadas apos
recuperagdo (Figura 4D). As plantas que apresentaram menores incrementos da Py em resposta
a pressao de CO; foram aquelas sob salinidade apos a recuperacdo da fase de indugdo com alto
COz, se comparadas aos demais tratamentos. A condutincia estomadtica de todas as plantas foi
reduzida em respostas ao incremento da pressdo de CO», sendo que as plantas nao salinizadas
apos a recuperagao da indugdo ao alto CO; apresentaram maiores valores de gs comparadas aos
demais tratamentos (Figura 4E). O aumento da concentragdo intercelular de CO, (Ci) foi
proporcional ao incremento de CO;, sendo maior e similar nas plantas referéncia e ndo
salinizadas sob indug¢do com CO», seguidas das plantas ndo salinizadas apds indugdo >

salinizadas sob indugdo e salinizadas ap0s a recuperacao da fase de indugao (Figura 4F).
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Figura 4 Curvas de fotossintese liquida - Px (A-D), condutancia estomatica - gs (B-E) e
concentracgdo intercelular de CO; - Ci (C-F) em resposta a aumentos da concentracdo de CO; e
densidade de fluxo de fb6tons fotossintéticos (DFFF) em plantas de arroz submetidas a
tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO; ambiente — 400 ppm); Indug¢do com CO>
(plantas expostas a CO; elevado por 20 dias); Recuperagdo do CO> (expostas ao elevado CO»
seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO; (sob salinidade expostas
ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remoc¢ao do CO» (sob salinidade expostas ao CO>
elevado seguido da remocgdo do elevado CO; por 20 dias). Os pontos representam valores
médios de trés repetigdes + desvio padrao.

A dinamica da eficiéncia de intrinseca de uso de agua carboxilagdo (estimada pela
relacdo Pn/gs) foi também avaliada nas plantas sob os diferentes tratamentos por a partir dos
dados das Curvas Pn/DFFF e Pn/Ci (Figura 4). As curvas em resposta ao aumento da de luz
(Pn/DFFF) revelaram que as plantas sob salinidade apresentaram os maiores incrementos da
eficiéncia de uso de agua ao final da fase de indugdo com CO,, seguido das plantas ndo
salinizadas sob inducdo com CO;, que por sua vez apresentaram valores de relagdo Pn/gs

superiores aos demais tratamentos (Figura 4A). Pelas curvas Pnx/Ci as plantas referéncia
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apresentaram maiores incrementos da razao Pn/gs, seguido das plantas salinizadas ao final da
inducdo e também apds a fase de recuperacao ao elevado CO: (Figura 4B). Na sequéncia, as
plantas nao salinizadas ao final da fase de inducao e apds a fase de recuperagao ao CO»
apresentaram os menores incrementos da razdo Pn/gs em resposta ao aumento de CO», se

comparadas aos demais tratamentos.

Em conjunto, esses resultados de trocas gasosas revelam que o elevado CO> pode
reverter, pelo menos em parte, a restricao da assimilacao de CO» imposta pelo estresse salino
nas plantas de arroz aqui avaliadas. Esses efeitos benéficos do alto CO; para a Py e eficiéncia
de uso de agua (Pn/gs) podem ser verificados a partir dos dados ao final da fase de indugdo
(Figuras 5A e 5A). Os resultados sugerem ainda, que efeitos benéficos do CO> apds a
recuperagdao permanecem de forma mais evidentes nas plantas sob salinidade, com base na
melhor condutancia estomatica e eficiéncia de uso de dgua, observado também nas curvas Pn/Ci

(Figura 5 B).
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Figura 5 Curva de eficiéncia intrinseca do uso de agua (Relagdo Pn/gs) em resposta a
incrementos da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos - DFFF (A) e da concentragao de
COz (B) em plantas de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob
CO; ambiente — 400 ppm); Inducdo com CO: (plantas expostas a CO: elevado por 20 dias);
Recuperacdo do COz (expostas ao elevado CO; seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade
+ indug@o com CO: (sob salinidade expostas ao elevado CO: por 20 dias); Salinidade + remog¢ao
do COz (sob salinidade expostas ao CO> elevado seguido da remocao do elevado CO2 por 20
dias). Os pontos representam valores médios de trés repeticdes + desvio padrao.

3.2 Medicao dos parametros de fluorescéncia da clorofila

A avaliagdo de mudancas dos parametros quenching fotoquimica (qP) e nao fotoquimico
(NPQ), associados a eficiéncia quantica atual dos fotossistemas II (AF/Fm’) e da taxa de

transporte de elétrons (ETR), em resposta ao incremento de luz e ao tempo de indugdo
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fotossintética, foi empregada para estudar a funcdo fotoquimica em respostas aos diferentes
tratamentos. Os dados mostram que a dissipacdo do excesso de energia na forma de calor (NPQ)
foi maior nas plantas salinizadas ap6s a recuperacao do alto CO», enquanto foi menor nas
plantas referéncia (Figura 6A). Esse resultado sugere que sob elevado CO; as plantas
salinizadas apresentaram menor capacidade de dissipacdo de energia na forma de calor,

mantendo aparente melhor eficiéncia fotoquimica.

As plantas referéncia seguidas das plantas nao salinizadas ap6s a fase recuperacao do
CO» apresentaram uma melhor eficiéncia fotoquimica (pelo qP ¢ AF/Fm’) em resposta ao
incremento de intensidade de luz, se comparado aos demais tratamentos (Figuras 6B ¢ 6C).
Essa resposta foi associada a valores significantemente maiores da taxa de transporte de elétrons
(ETR) nesses dois grupos e plantas, se comparadas aos demais tratamentos (Figura 6D). A
fungdo fotoquimica nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos apresentou tendéncia
similar quando avaliada por meio da curva de inducdo fotossintética (Figura 7). As plantas
salinizadas apds a recuperacdo do alto CO; apresentaram maior dissipac¢ao de energia na forma
de calor (NPQ) e as plantas referéncia a menor dissipacdo (Figura 7A). Isso resultou em uma
melhor eficiéncia fotoquimica das plantas referéncia (indicada por qP, ETR e AF/Fm’) e menor

eficiéncia nas plantas salinizadas apds a recuperagao do alto CO» (Figuras 7B, C e D).
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Figura 6 Quenching fotoquimico — qP (C), eficiéncia quantica atual do PSII - AF/Fm’ (B),
quenching nao fotoquimico - NPQ (A), taxa relativa de transporte de elétrons — ETR (D) em
resposta ao aumento da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF), em plantas de
arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO, ambiente — 400 ppm);
Inducdo com COz (plantas expostas a CO; elevado por 20 dias); Recuperacdo do CO; (expostas
ao elevado CO» seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade + indugcdo com CO> (sob
salinidade expostas ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remog¢do do CO> (sob salinidade
expostas ao CO elevado seguido da remogdao do elevado CO> por 20 dias). As barras
representam valores médios de trés repetigdes + desvio padrao.
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Figura 7 Quenching fotoquimico — qP (B), eficiéncia quantica atual do PSII - AF/Fm’ (C),
quenching ndo fotoquimico — NPQ (A), taxa relativa de transporte de elétrons — ETR (D) em
resposta a0 aumento do tempo de exposi¢cdo a luz actinea, em plantas de arroz submetidas a
tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO> ambiente — 400 ppm); Indu¢do com CO>
(plantas expostas a CO; elevado por 20 dias); Recuperagao do CO» (expostas ao elevado CO»
seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade + indu¢ao com CO: (sob salinidade expostas
ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remoc¢ao do CO» (sob salinidade expostas ao CO>
elevado seguido da remoc¢do do elevado CO; por 20 dias). As barras representam valores
médios de trés repetigdes + desvio padrao.
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3.3 Sintomas visuais da dinimica de elevacao de CO: e condi¢des salinas em plantas de
arroz

O padrao de crescimento das plantas avaliado por aspectos visuais (altura e quantidade
de emissdo de perfilho) foi claramente influenciado pelos tratamentos de CO> e salinidade
(Figura 6). As plantas ndo salinizadas submetidas a fase de inducdo com elevado CO> por 20
dias apresentaram maior crescimento se comparadas com as plantas referéncia, uma resposta
que foi mantida apos a fase de recuperacdo ao CO». Por outro lado, as plantas sob salinidade
submetidas a fase de inducdo nao apresentaram acréscimos aparentes de crescimento, padrao
mantido ap6és a fase de recuperacdo do alto CO2, se comparados com a referéncia. Esses
resultados sugerem que as plantas ndo salinizadas e submetidas a fase de indugdo com alto CO»

apresentaram uma aparente manutencao do efeito benéfico do CO».

Reference CO2 Induced Salt + CO:z Induced CO2 Recovery Salt + CO: Recovery

Figura 8 Alteracdes fenotipicas em plantas de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia
(plantas crescidas sob CO; ambiente — 400 ppm); Indu¢do com CO> (plantas expostas a CO»
elevado por 20 dias); Recuperacdo do CO2 (expostas ao elevado CO; seguido da recuperagao
por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO: (sob salinidade expostas ao elevado CO: por 20
dias); Salinidade + remog¢do do CO: (sob salinidade expostas ao CO; elevado seguido da
remocao do elevado CO: por 20 dias).

Os dados de massa seca das plantas (folha, peciolos e raizes) mostram que o elevado
COz pode estimular o crescimento e atenuar a restri¢ao de crescimento imposta pela salinidade
(Tabela 1). A relacdo parte aérea/raiz das plantas referéncia e apos a fase de inducdo com alto
CO: (salinizadas e ndo salinizadas) foi cerca de 2,0 vezes, porém foi em média 3 vezes nas

plantas ap6s a fase de recuperacdo do elevado CO; (Tabela 1).

Tabela 1 Peso seco de folhas, perfilhos e raizes e relagao parte aérea/raiz de plantas de arroz
submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO; ambiente — 400 ppm);
Indugdo com CO; (plantas expostas a COz elevado por 20 dias); Recuperacao do CO2 (expostas
ao elevado CO; seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO> (sob
salinidade expostas ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remocao do CO; (sob salinidade
expostas ao CO2 elevado seguido da remocao do elevado CO; por 20 dias).
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Folha Perfilhos Raiz Parte
Tratamentos T , .
g. 2 plants’ aérea/Raiz
Referéncia 8,87b 17,87 b 12,18 a 2,21 ab
CO; indugao 22,37(152%) ab 43,44(143%) ab  32,75(168%) a 2,03b
Sal+CO; indugao 18,02(103%) ab 32,95(84%) ab 26,28(115%) a 2,00b
CO; recuperagdo 27,92(214%) a 61,30 (249%)a 28,37 (132%)a  3,20(44%) a

Sal+CO; recuperacdo 19,51(119%) ab 47,66 (167%)ab 21,08 (73%)a  3,19(44%) a

Os valores representam médias de trés repeti¢des.

3.4 Mudancas no teor de proteinas soluveis e na atividade de enzimas oxidativas

A atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) ndo foi alterada nas plantas
submetidas aos diferentes tratamentos, comparado as plantas referéncia (Figura 9A). Por outro
lado, a atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi severamente reduzida (cerca de 93%)
nas plantas ndo salinizadas ao final da fase de indu¢do com elevado CO», uma resposta que foi
mantida apds o periodo de recuperagdo (20 dias a CO, ambiente) do efeito do alto CO», se
comparado as plantas referéncia (Figura 9B). A atividade da APX também foi
significantemente menor nas plantas salinizadas tanto ao final quanto ap6s a recuperagdo do
alto CO», relativo a referéncia, porém essa redugdo foi menor (cerca de 78%) se comparada as

plantas ndo salinizadas.

Nas plantas nao salinizadas a atividade de catalase apresentou uma tendéncia de redugdo
ao final da inducao com CO3, e essa redugao foi intensificada (cerca de 50%) ao final da fase
de recuperagdo do alto CO., se comparado as plantas referéncia (Figura 9C). O ter de proteinas
soluvel foi significantemente reduzido apenas nas plantas apos a fase de recuperacao do efeito

do alto CO, na auséncia e presenca de salinidade (Figura 9D).
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Figura 9 Alteragao do conteudo de proteina soluvel (PS-D) e atividades das enzimas superoxido
dismutase (SOD-A), ascorbato peroxidases (APX-B) e catalases (CAT-C) em folhas de plantas
de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO> ambiente — 400
ppm); Inducdo com CO: (plantas expostas a COz elevado por 20 dias); Recuperagdo do CO»
(expostas ao elevado CO2 seguido da recuperacao por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO»
(sob salinidade expostas ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remocdo do CO; (sob
salinidade expostas ao CO; elevado seguido da remocao do elevado CO> por 20 dias). As barras
representam valores médios de trés repeticdes + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.5 Teor de Sodio, Potassio, Razio Sodio/Potassio e Cloreto

As plantas salinizadas apresentaram maior acamulo de Na® em perfilhos (cerca de
200%) seguido por raizes (cerca de 100%), enquanto que em folhas o acimulo de Na* foi de
cerca de 25%, comparadas a referéncia (Figura 10A). Nessas plantas (salinizadas) a acumulacao
de Na' foi similar nas diferentes partes ao final da indugdo e apds a recuperagdo do CO,. O
acumulo de CI foi maior em raizes, seguido por perfilho e folhas, com incrementos médios de
89%, 125% e 125%, respectivamente, somente nas plantas salinizadas, se comparado a

referéncia (Figura 10B).
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Figura 10 Conteudos de sodio (Na+), potassio (K+) e cloreto (Cl-) e razdo K+/Na+ em plantas
de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO2 ambiente — 400
ppm); Inducdo com CO: (plantas expostas a COz elevado por 20 dias); Recuperagdo do CO2
(expostas ao elevado CO2 seguido da recuperacao por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO»
(sob salinidade expostas ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remocdo do CO; (sob
salinidade expostas ao CO> elevado seguido da remocao do elevado CO; por 20 dias). As barras
representam valores médios de trés repetigdes + desvio padrao. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O acumulo de K* nas de K* nas folhas variou de 304 a 330 umol g' MS e ndo diferiu
em funcdo dos tratamentos aplicados (p > 0,05). Contudo, nos perfilhos e raizes, foi
significativamente maior para os tratamentos referéncia e indu¢do sem incremento salino. A
salinidade reduziu significativamente a acumulacdo de potdssio em ambos os compartimentos
da planta, especialmente na raiz durante a fase de recuperagcdo. Um comportamento semelhante

da concentragio de potassio foi observado para a razdo K*/Na*.

3.6 Mudancas nos parametros de eficiéncia fotossintética em respostas aos tratamentos

O aumento da fertilizacdo com CO: elevado intensificou a capacidade fotossintética da
planta, como evidenciado pelo aumento na taxa maxima de absor¢ao de CO; (Amax). Contudo,
a aplicacdo de NaCl reduziu significativamente (p<0,01) esse efeito, especialmente apos
interrupc¢ao do fornecimento de CO». Durante a fertilizagdo, houve um incremento de 27 e 35%

na Amax das plantas com e sem estresse salino, respectivamente. Na fase de recuperacdo,
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apesar da expressiva queda nos valores de Amax, as plantas sem estresse salino ainda
mantiveram niveis superiores aos do controle. Isso sugere que os efeitos positivos da elevacao
de CO: foram parcialmente preservados na memoria fisiologica da planta. De modo similar, o
ponto de compensagao de luz (LCP) foi intensificado pelo aumento do CO» e significativamente

reduzido (p<0,05) pelo cessamento de seu fornecimento, especialmente sob estresse salino.

Tabela 2 Taxa maxima de carboxilagdo da rubisco (Vcmax); Capacidade méxima de
fotossintese (Amax); Taxa transportadora de elétrons para regeneracdo da rubisco (Jmax) e
Ponto de compensagdao da luz (LCP) de plantas de arroz submetidas a tratamentos de:
Referéncia (plantas crescidas sob CO; ambiente — 400 ppm); Inducdo com CO; (plantas
expostas a CO; elevado por 20 dias); Recuperagdao do CO; (expostas ao elevado CO; seguido
da recuperacao por 20 dias); Salinidade + indu¢do com CO- (sob salinidade expostas ao elevado
CO> por 20 dias); Salinidade + remocdo do CO; (sob salinidade expostas ao CO; elevado
seguido da remocgao do elevado CO; por 20 dias).

L . CO; Sal+CO, CO, Sal+CO,
Variaveis Referéncia . - . N ~ ~
inducdo inducio recuperacao recuperacao
Vemax (umol CO; m™ s™) 5725¢  10629a  73,92b 83,77 b 83,34 b
Amax (umol m? s™) 27,53d 426l a 37,24 b 32,49 ¢ 21,60 ¢
Jmax (umol elétrons m?s™)  28591a  280,62a 27629a 296,31 a 202,24 b
LCP (umol m?s™) 13,56ab  24,85a 10,98 ab 9,81 ab 6,48 b

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A taxa méxima de carboxilagdo da Rubisco (Vcmax) aumentou significativamente
(p<0,01) em funcao do CO; elevado. Contudo, os efeitos compensatorios do CO» elevado para
o estresse salino na Vcmax, surgiram de forma mais evidente, por ocasido da fase de
recuperagao. Isso sugere uma possivel memoria de ajuste fisiologico para minimizar os efeitos
negativos do estresse salino, proporcionado por uma maior producao enzimatica ou do aumento

da atividade da Rubisco.

3.7 Quantificacao do teor de carboidratos

O contetido de carboidratos acumulado nas folhas foi maior e variou de 263 a 421 pmol
g DW. A fertilizagdo com CO; elevado, gerou um incremento médio de 47 e 60%, para as
folhas de plantas com e sem a presenga de sal, respectivamente, quando comparada a fase de
inducdo e a referéncia. Os efeitos compensatérios permaneceram ao longo da fase de

recuperagdo, nesta, a referéncia e a recuperagdo salina nio diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 3 Contetdo de carboidratos em folhas, perfilhos e raizes de plantas de arroz submetidas
a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO; ambiente — 400 ppm); Inducdo com
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CO:> (plantas expostas a CO2 elevado por 20 dias); Recuperagdo do CO> (expostas ao elevado
COs seguido da recuperagao por 20 dias); Salinidade + indugdo com CO (sob salinidade
expostas ao elevado CO por 20 dias); Salinidade + remoc¢ao do CO> (sob salinidade expostas

ao CO; elevado seguido da remogao do elevado CO; por 20 dias).

Tratamentos Folha Perfilho Raiz
(umol g”! DW) (umol g DW) (umol g DW)
Referéncia 263,91£21,09 ¢ 129,01+ 8,01 ¢ 149,40+5,13 cd
CO; indugao 421,54+1891 a 234,89+ 6,69 a 203,13+8,91 a

Sal+CO2 indug¢do
CO; recuperagdo
Sal+CO; recuperacao

389,78+23,83 a
316,06+£9,51 b
235,28+16,60 ¢

133,33+1,80 ¢
162,74+6,89 b
119,99+1,18 ¢

167,8349,14 be
186,26+6,89 ab
147,83+1,80 d

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

O contetido de carboidratos nos perfilhos e raizes das plantas sem estresse salino,
também aumentou com a indu¢ao de CO». Embora tenha ocorrido uma reducao com a aplicagao
de sal, os teores de carboidratos ndo reduziram significativamente em relagdo a referéncia, o
que evidencia os efeitos positivos e mitigatorios do CO; elevado, mesmo em fases posteriores

a sua aplicacao.

3.8 Determinacio da peroxidacao lipidica e teor de amoénio

A peroxidagao lipidica, expressada pela quantificagdo de substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (Figura 8) aumentou significativamente (p<0,01) com a fertilizagdo de CO:
atmosférico, especialmente na presenca de salinidade. Os resultados variaram de 36,37 a 62,02
nmol g”! MF, o que representa um incremento médio de 70% quando comparado a indug¢do na
presenca de salinidade, com a referéncia. No entanto, durante a fase de recuperacao, as plantas
sob estresse salino ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos tratamentos de
indugdo e recuperagdo sem salinidade. Isso indica que os efeitos mitigadores do CO: elevado
sobre a integridade da membrana celular tornam-se mais evidentes em estagios posteriores a

fertilizacao.
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Figura 11 Contetdo de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (MDA-TBA) e amo6nio em
folhas de plantas de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO»
ambiente — 400 ppm); Indu¢do com CO; (plantas expostas a CO; elevado por 20 dias);
Recuperagdo do CO; (expostas ao elevado CO2 seguido da recuperagdo por 20 dias); Salinidade
+inducao com CO; (sob salinidade expostas ao elevado CO: por 20 dias); Salinidade + remogao
do CO; (sob salinidade expostas ao CO; elevado seguido da remogdo do elevado CO> por 20
dias). As barras representam valores médios de trés réplicas = desvio padrao. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, a fertilizagdo com CO; elevado aumentou a concentracao de amonio em
todos os compartimentos da planta e foi reduzida pela aplicacdo de sal. A maior alocagdo foi

observada para folhas e raizes.

3.9 Analise multivariada dos parametros estudados e fatores experimentais

Para verificar as tendéncias das variaveis estudadas foi realizada andlise dos
componentes principais (PCA) dos tratamentos e das variaveis estudadas (Figura 12). Nesta
andlise considerou-se apenas os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) para
explicacdo da variancia entre os dados. Os dois primeiros componentes explicaram juntos
84,7% da variancia total dos dados. O primeiro componente principal (PC1) foi responsavel por
60,9% da variagao total dos dados e o (PC2) explicou 23,8%. A PCA demonstrou uma clara
separacdo entre os tratamentos aplicados, baseado nas varidveis bioquimicas, fisioldgicas e
10nicas avaliadas. As varidveis relacionadas ao desempenho fotossintético e carboidratos
(Amax, Vcmax, Carb F, Carb_R), estdo positivamente correlacionadas entre si € apresentam
associacdao com os tratamentos de fertilizacdo com CO:z elevado, com moderada contribuicao
sobre a explicacdo dos dados. As variaveis Na, Cl e Tbars, encontram-se agrupadas e possuem

alta contribuicdo, além disso estdo associadas com os tratamentos contendo estresse salino.
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Figura 12 Analise dos componentes principais dos parametros agrondmicos € bioquimicos
de plantas de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO2
ambiente — 400 ppm); Inducdo com CO: (plantas expostas a CO; elevado por 20 dias);
Recuperagio do CO: (expostas ao elevado COz seguido da recuperagao por 20 dias); Salinidade
+inducao com CO; (sob salinidade expostas ao elevado CO: por 20 dias); Salinidade + remogao
do COz (sob salinidade expostas ao CO> elevado seguido da remocgao do elevado CO> por 20
dias). A descrigdo das diferentes abreviaturas usadas na figura sdo as seguintes: Taxa maxima
de carboxilacdo pela enzima Rubisco (Vcmax); Taxa méaxima de assimilagdo de CO2 (Amax);
Capacidade méaxima de transporte de elétrons (Jmax); Ponto de compensacao luminosa (LCP);
Concentracdo de carboidrato na folha (Carb_F), perfilho (Carb_P) e raiz (Carb_R); Peroxidagao
lipidica (Tbars); Teor de amonio na folha (F_NH4), perfilho (P NH4) e rais (R_NH4);
Concentracdo de sédio na folha (F_Na), perfilho (P_Na) e raiz (R _Na); Concentracdo de
potassio na folha (F_K), perfilho (P_K) e raiz (R_K); Razado potéassio/Sodio na folha (F_KNa),
perfilho (P_KNa) e raiz (R_KNa); Concentracdo de cloreto na folha (F_Cl), perfilho (P_Cl) e
raiz (R Cl); Atividade das enzimas antioxidantes superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX); Teor de proteina soluvel (PS).

Na figura 13 consta a matriz de correlagao de Pearson onde os valores variam de -1 a 1,
de modo que, quanto mais proximo de 1 maior € a correlagdo positiva entre as variaveis e quanto
mais proximo de -1 maior € a correlagdo negativa entre as varidveis, os valores proximos a 0
demostram que ndo existe correlacdo entre as varidveis. Assim, o teor de PS teve correlacdo

significativa negativa (-0,58) com Tbars. A concentracdo de cloreto na raiz tem correlagcdo
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signnificativa com o teor de amonio nos perfilhos (-0,94), relagio Na'/K" nas folhas (-0,81) e
perfilho (-0,98), teor de cloreto nas folhas (0,74) e perfilho (0,74) e com a concentragdo de
sodio na folha (0,91) e perfilho (0,97). A concentracdo de Cloreto nos perfilhos teve forte
correlacdo significativa com o teor de sodio na folha (0,93) e no perfilho (0,98), com a razdo
Na'/K" no perfilho (-0,84) e no perfilho (-0,96), bem como com o teor de Potassio no perfilho
(-0,91). O aumento no teor de sodio no perfilho reduz a razio Na'/K" na raiz (-0,99), que por

sua vez, ¢ aumentada em fun¢ao do aumento de potassio no perfilho (0,92).
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Figura 13 Analise de correlagdo de Pearson das caracteristicas agrondmicas e bioquimicas de
plantas de arroz submetidas a tratamentos de: Referéncia (plantas crescidas sob CO2 ambiente
— 400 ppm); Indug¢ao com CO- (plantas expostas a CO; elevado por 20 dias); Recuperagdo do
CO:> (expostas ao elevado CO2 seguido da recuperacao por 20 dias); Salinidade + indu¢do com
COz (sob salinidade expostas ao elevado CO; por 20 dias); Salinidade + remocao do CO> (sob
salinidade expostas ao CO; elevado seguido da remocdo do elevado CO; por 20 dias). A
descricdo das diferentes abreviaturas usadas na figura sdao as seguintes: Taxa maxima de
carboxilagdo pela enzima Rubisco (Vemax); Taxa maxima de assimilacdo de CO: (Amax);
Capacidade maxima de transporte de elétrons (Jmax); Ponto de compensacdo luminosa (LCP);
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Concentragao de carboidrato na folha (Carb_F), perfilho (Carb_P) e raiz (Carb_R); Peroxidagao
lipidica (Tbars); Teor de amoénio na folha (F NH4), perfilho (P NH4) e rais (R NH4);
Concentra¢ao de sédio na folha (F Na), perfilho (P_Na) e raiz (R _Na); Concentracdo de
potassio na folha (F_K), perfilho (P_K) e raiz (R_K); Razao potassio/Sodio na folha (F_ KNa),
perfilho (P_KNa) e raiz (R_KNa); Concentracdo de cloreto na folha (F_Cl), perfilho (P_Cl) e
raiz (R_Cl); Atividade das enzimas antioxidantes superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT)
e ascorbato peroxidase (APX); Teor de proteina soluvel (PS).

4. Discussao

4.1 Elevado CO: estimula a eficiéncia fotossintética atenuando parcialmente os efeitos da

salinidade em arroz

A fertilizagdo com CO> elevado aumentou a fotossintese mesmo sob salinidade, pois o
alto CO; compensou a limitacdo estomatica e favoreceu a carboxila¢do, uma resposta que tem
sido atribuida a maior disponibilidade de substrato no sitio ativo da enzima Rubisco (Nunes
Pires et al., 2024). Outros estudos demonstram que a elevagcdo do CO> promove aumento 15—
41% na produtividade de plantas C3 e de 5-10% em plantas C4 (Shanker ef al., 2023; Vanaja
et al., 2024). Em contrapartida, ao reduzir o CO;, na fase de recuperacao, a fotossintese
diminuiu, especialmente nas plantas submetidas a salinidade, o que indica perda do efeito
compensatorio apds cessar a fertilizagdo. No tratamento sem salinidade, a fotossintese se
manteve proxima a referéncia e ligeiramente superior sob alta intensidade luminosa, sugerindo
que apenas 20 dias de exposi¢ao ao CO; elevado ndo foi suficiente para preservacdo de memoria

fisiologica estavel no que diz respeito a fotossintese.

Ja nas curvas de resposta ao CO», plantas referéncia e CO> elevado sem salinidade
apresentaram respostas semelhantes ao fornecer 800 ppm de CO> na camara de leitura do IRGA,
evidenciando que, sem estresse, a fotossintese pode operar proximo ao limite maximo, mesmo
com um fornecimento instantineo. Em seus estudos Nunes Pires ef al. (2024), observaram que
o ponto de saturagdo do CO, para plantas C3 como o arroz, ¢ superior ao nivel de CO;
atmosférico, isso mostra que a fertilizagdo com CO; reduz a fotorrespiragdo em funcdo da

diminuicdo da atividade de oxigenase da rubisco (Braga et al., 2021a).

A g, foi reduzida tanto pelo CO» elevado quanto pela salinidade, isso pois o CO» elevado
permitiu maior assimilagdo com menor abertura estomatica. O que ocorre devido a moléculas
sinalizadoras como o 4cido abscisico e atividade de canais i6nicos especificos de Ca?" e CI,
que estdo envolvidos na regulagdo da turgescéncia das células guarda presentes nos estomatos
(Bhargava; Mitra, 2021). Em contrapartida, a regulacdo estomatica devido a salinidade ocorre

em funcdo da necessidade de protecdo do aparato fotossintético contra acimulo de ions
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citotoxicos (Yang et al., 2020; Khan et al., 2020). Como o fechamento estomatico ¢ uma
resposta comum ao estresse salino, que diminui a assimilacdo de CO:> nas folhas, niveis
elevados de CO> podem mitigar esses efeitos negativos, principalmente em metabolismo C3

(Bassiounni et al., 2024).

Nas curvas Ci/DFFF, o maior Ci nas plantas com CO> elevado ¢ reflexo da adaptacao
ao ambiente rico em CO». Nas curvas Ci/COa», as plantas de referéncia tiveram maior Ci, pois,
ao receberem CO» elevado de forma instantanea, apresentaram rapida difusao estomatica. Isso
ocorre em fun¢do do aumento da atividade da enzima Rubisco, que geralmente ndo estd
totalmente saturada nos niveis atmosféricos atuais de CO> (Chen et al., 2025). Todavia, as
plantas adaptadas ao CO; elevado, em funcdo das restricdes estomaticas (Lima et al., 2020),

limitaram essa entrada, mesmo com alta oferta externa instantanea.

Nas crescentes concentracdes de luz, a maior EIUA foi das plantas submetidas a
salinidade e CO: elevado, pela combinacao de alta Pn e baixa g;. As plantas quando submetidas
a niveis elevados de CO; diminuem a condutancia estomatica e com isso a perda de agua por
transpiracao (Bassiounni et al., 2024; Gago et al., 2020). Plantas sem salinidade e com CO:
também apresentaram alta Pn, mas com gs menos restrita, resultando em EIUA levemente
menor. Na resposta ao CO-, as plantas sob efeito da salinidade, mesmo com Pn reduzida,

mantiveram EIUA elevada devido a gs extremamente baixa.

O NPQ foi maior nas plantas submetidas a salinidade apds cessar a fertilizagdo com
CO., isso indica forte dissipagdo térmica da energia nao utilizada. Ja qP, Y(II) e ETR foram
superiores na referéncia e nas plantas sem salinidade apos cessar o fornecimento de CO-
elevado, sugerindo maior eficiéncia na utilizacdo da energia luminosa e efeito memoria
funcional ao estimulo prévio, em plantas ndo expostas a salinidade. O que concorda com os
resultados obtidos por Hu et al., (2024), em que plantas de arroz cultivado em ambiente de
elevado CO», apresentou maior eficiéncia do aparato fotossintético e da parte fotoquimica. No
entanto, plantas sob salinidade tiveram os menores valores, reflexo de danos ou inibi¢do do
PSII. Estes resultados condizem com as constatagdes feitas por Maia Junior et al., (2022), que
notaram, na cultura do tomate, que o aumento dos niveis de salinidade de 0,5 para 6,0 dS m™,

reduziu a eficiéncia fotoquimica e gerou danos nos centros de reacdo do PSIL.

Nas curvas de indugdo fotoquimica, os valores médios de Y(II), qP e ETR foram mais
altos nas plantas referéncia e naquelas sem efeito da salinidade e sob CO: elevado, indicando

centros de reagdo mais ativos. As plantas submetidas a salinidade ap6s o fim do CO: tiveram
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os menores valores, refletindo estresse intenso e perda da memoria fisiologica. O NPQ foi maior
nestas plantas, evidenciando uma resposta protetora a um ambiente em que a fotossintese foi
severamente limitada. Esse comportamento ocorre em funcao da interferéncia no transporte de
elétrons, onde a energia ¢ alocada para defesa contra o estresse (Wu et al., 2019). Sob situacdes
de estresse, como a salinidade, as plantas sofrem alteracdes no estado funcional das membranas
dos tilacoides do cloroplasto, o que altera os sinais de fluorescéncia (Nunes Pires et al., (2024).
Mesmo que o alto teor de CO» possa proteger o PSII devido a redugdo da produgdo de ROS
(Erice et al. 2007), seus efeitos, em apenas 20 dias de exposi¢do, ndo foram suficientes para

ativar memoria fisiologica consistente, capaz de mitigar os danos gerados pelo sal.

Os resultados demonstram que o CO: elevado promoveu melhorias significativas nos
parametros fotossintéticos, especialmente em Vcecmax e Amax, que foi superior ao controle
mesmo nas plantas sob estresse salino. Esse aumento decorre da maior disponibilidade de
substrato para a Rubisco e da redugdo da fotorrespiragdo. Nossos resultados corroboram os
achados relatados anteriormente por Zhang et al., (2022a) e Zhang et al., (2022b). Mesmo apos
o retorno ao CO: ambiente, Vcmax permaneceu elevado, especialmente na presenca de sal, o
que indica um possivel efeito de memoria fisioldgica. Os valores de Amax cairam apods a
retirada do CO-, especialmente nas plantas salinizadas. A reversdo de Amax e Jmax em fungao
da salinidade, demonstra que a memoria fisioldgica, evidenciada em Vemax tem limites quando

0 estresse persiste sem o suporte do ambiente enriquecido.

Ap0s cessar a fertilizagdo com CO: elevado, o estresse salino reduziu a taxa maxima de
transporte de elétrons que impulsiona a regeneragdo de RuBP (Jmax), o que corrobora com os
achados de (Hu et al., 2022), que descreve uma reducdo de 7,4% na Jmax em funcdo da
exposicao ao CO; elevado, isso devido ao fendmeno de aclimatacdo fotossintética. Contudo,
vale ressaltar que cultivares de arroz respondem de forma diferente a concentracdes elevadas
de CO; (Hasegawa et al., 2013). O comprometimento do transporte de elétrons provavelmente
ocorreu devido a danos oxidativos ao fotossistema II e enzimas como a ferredoxina-NADP*

redutase, afetando a regeneragao de NADPH (Lilay ef al., 2024; Zhang et al., 2023).

O ponto de compensacao de luz (LCP) foi mais alto sob CO: elevado, o que pode refletir
maior metabolismo respiratério ou alteragdes estruturais nas folhas. No entanto, tanto a
salinidade quanto a ocasido de reducdo do CO> atmosférico, reduziram significativamente o
LCP. Segundo Yuan et al., (2021) a reducao nos parametros de eficiéncia fotossintética, pode
ocorrer em ambientes de elevado COz, em funcdo do fendmeno de aclimatacao fotossintética,

que pode ser ainda, exacerbado em fun¢do de ambientes de estresse.



67

O aumento observado nos pardmetros de eficiéncia fotossintética resultou em actimulo
de matéria seca na parte aérea e raizes, mesmo sob estresse salino, concordando com os efeitos
mitigatdrios ja evidenciados anteriormente (Hu et al., 2022; Wang et al., 2020). Estes estudos
anteriores revelam efeitos benéficos mediante exposi¢ao continua durante todo o ciclo de
desenvolvimento, neste estudo observamos que durante a fertilizagdo com CO2 elevado a
reducdo no teor de matéria seca foi menor do que apds cessar o fornecimento. Isso também
indica que apenas 20 dias de fertilizagdo nao foi suficiente para manter os efeitos positivos de

forma remanescente por todo o ciclo da planta.

4.2 Alto CO: atenua a atividade de peroxidases na auséncia e presenc¢a de salinidade em

plantas de arroz

A proteina soluvel total, que indica a capacidade de sintese proteica, foi maior na
referéncia. Durante a indugdo com CO: elevado, o teor se manteve moderado, o que pode estar
relacionado a estimulagdo fotossintética tipica do CO- elevado, que aumenta a disponibilidade
de carbono e pode sustentar a sintese de proteinas. No entanto, a queda expressiva na fase de
recuperagdo sugere um declinio no metabolismo ou repressdo da expressdo génica associada a
biossintese proteica, assim, o efeito positivo do CO: nao foi mantido apds cessar o seu
fornecimento. Na fase de recuperagao, a salinidade reduziu a PS, que pode estar relacionado a

inibi¢do da sintese de proteina, bem como a desnaturacdo de enzimas (Silva et al., 2024).

Ainda que as EROS sejam moléculas de sinalizacdo, devem ser controladas a fim
mitigar efeitos deletérios. A enzima antioxidante SOD converte o radical superdxido (O2) em
peroxido de hidrogénio (H202). A CAT neutraliza o H2O2 e APX, de forma semelhante, utiliza
ascorbato como cofator para eliminar o efeito téxico do H>O». Os resultados encontrados neste
estudo a respeito da atividade das enzimas CAT, SOD e APX, corroboram com os valores
encontrados por Vighi ef al., (2017). A SOD apresentou atividade constante, indicando uma
defesa antioxidante estavel. Ja a CAT, mostrou maior atividade na referéncia e inducao,
sugerindo que o estresse salino aumentou a geracdo de EROS o que requereu ativagado da via,
assim como observado por Kumar et al., (2017). Como em plantas nao expostas a salinidade,
durante a fertilizagdo com CO2, a atividade de CAT foi inferior a referéncia, ha evidéncias de
que a exposic¢ao ao CO2 elevado, ainda que por curto periodo reduziu a necessidade de ativagao

do sistema antioxidante, como evidenciado por Takagi et al., 2009a.

A queda evidente da atividade da CAT na recuperagdo, indica que os efeitos

compensatdrios do CO2 elevado foram mais perceptiveis apds cessar o fornecimento, o que
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implica dizer, que os efeitos de memoria fisiolégica manifestam-se de forma notavel em
algumas enzimas do sistema antioxidante. Também ¢ o caso de APX, que teve atividade
nitidamente menor apos receber fertilizagdo com CO2, mesmo em plantas sob salinidade, efeito
que foi mantido para a fase de recuperacgdo. O que evidencia atividade antioxidante ndo somente
pontual, mas com expressdo duradoura de memoria fisiolégica. Comparando a atividade das
duas enzimas APX e CAT em plantas de uva, Silva et al., (2024) também observaram que a
CAT tem atividade substancialmente maior no sequestro de H>O». Isso pode ser atribuido ao
fato de que a APX atua em diversos compartimentos, para o arroz por exemplo, sao conhecidos
um total de 8 genes (Teixeira et al., 2004), o que especifica sua atuagdo, ja a CAT atua de forma

mais rapida e inespecifica, especialmente nos peroxissomos.

4.3 Mudancas na alocac¢ao ionica (sodio, potassio e cloreto) em resposta ao alto COz em

arroz na auséncia e presenca de salinidade

Em uma ampla gama de mudangas ambientais, as plantas sdo capazes de otimizar a
distribuicao de recursos (Yuan et al., 2021), neste estudo, o estresse salino aumentou o acimulo
de Na* e Cl™ no perfilho e raiz, concordando com os achados de Bassiounni ef al., (2024) e
Ueda ef al., (2013). A maior absor¢do de Na " pelas células epidérmicas compete com a
absor¢do de K ™ e causa deficiéncia do mesmo (Rasel et al., 2020). Contudo, o CO2 elevado
manteve o teor de K* estavel nas folhas, mesmo sob estresse salino, indicando efeitos
compensatorios além da priorizagdo desse cation em tecidos fotossintéticos. No perfilho e raiz,
0s maiores niveis ocorreram na referéncia e indugdo, com queda acentuada na fase de
recuperagao com estresse salino, indicando perda da homeostase em condi¢des prolongadas de
salinidade apds a retirada do CO: elevado. Isso ocorre pois o CO: elevado estimula o
crescimento das raizes e, portanto, melhora a eficiéncia de absorcao de 4gua e nutrientes o que

aumenta o fluxo de seiva e favorece o transporte desses ions via xilema (Jin ef al., 2019).

Apesar dos estudos apontarem que a salinidade reduz a absor¢do de potéssio (Yuan et
al., 2021; Jin et al., 2019; Saleh et al., 2025), o CO2 elevado pode estimular a exsudagdo das
raizes e facilitar a captacdo desse nutriente (Jin et al., 2019; Bassiounni ef al., 2024). Contudo,
a redug¢do no teor de potassio nas raizes de plantas sob estresse salino apds cessar o
fornecimento de CO2, indica que o CO: elevado promoveu maior mobilizacao de sais, mas nao
preservou o equilibrio i6nico apds a retirada do estresse, evidenciando auséncia de memoria
fisioldgica positiva para regulagido de K*. A relagdo K'/Na", indicador confiavel da tolerancia

a salinidade (Bassiounni et al., 2024) se manteve estavel com relagao a referéncia, em fungao
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da fertilizagdo com CO?2 elevado, mesmo apds cessar o fornecimento. Contudo, sob salinidade,
foi verificado aumento do teor de N* e redugio da relagio K*/Na*, corroborando com os

resultados de Saleh et al., (2025).

4.4 Dinamica da sintese/acumulac¢io de carboidratos em resposta ao alto CO2 em plantas

de arroz na auséncia e presenca de salinidade

O acumulo de carboidratos foi mais evidente nas folhas e durante a fase de exposigdo
ao CO; elevado, mesmo quando sob estresse salino. Estes resultados corroboram com Liu ef
al., (2020) que observou que o CO; elevado aumentou o teor de carboidratos em folhas de
milho, mesmo quando associado a um fator estressante como a temperatura. Isso ocorre, pois a
fertilizagdo com CO; elevado aumenta a assimila¢do de carbono na fotossintese, que por sua
vez, ¢ armazenado na forma de carboidratos, principalmente o amido (Nunes Pires et al., 2024;
Vanaja et al., 2024). Apds a retirada do CO2, os teores foram reduzidos, contudo, ainda
permaneceram superiores a referéncia, para o caso das plantas sem salinidade, o que indica

manuten¢do parcial de memoria fisiologica, induzida pela exposicao prévia ao CO> elevado.

Nos perfilhos, o acaimulo foi maior sob CO: elevado sem a presenga de salinidade,
sugerindo maior alocacdo para tecidos em crescimento. Mesmo sob salinidade, o CO> elevado
favoreceu a producdo e distribuicdo de carboidratos, mitigando os efeitos deletérios do sal e
elevando os teores aos niveis de referéncia. Durante a recuperacdo, as plantas sem estresse
salino mantiveram teores elevados, possivelmente devido a manutengdo de uma memoria
fisiologica associada a persisténcia do estimulo prévio. Nas raizes, observou-se um
comportamento similar. Essa aloca¢do equilibrada entre compartimentos da planta ¢
considerada benéfica, pois evita o acimulo excessivo de carboidratos, que pode reduzir a
eficiéncia fotossintética e o conteudo da enzima Rubisco por meio do ciclo da sacarose e da

repressao de genes fotossintéticos em plantas expostas a elevadas concentracdes de CO»

(Cordoba et al., 2017; Fan et al., 2020).

4.5 Mudancas na peroxidacio lipidica e teor de amonio em resposta ao alto CO: e

salinidade em plantas de arroz

O teor de TBARS, indicador de peroxidagao lipidica e estresse oxidativo, foi mais baixo
na condicdo de referéncia e atingiu seu pico nas plantas sob CO: elevado e salinidade. Os
demais tratamentos nao diferiram significativamente entre si, o que evidencia os efeitos

deletérios causados pela salinidade. Estes resultados concordam com Wanderley et al., (2020)
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que verificaram 64,27% de danos a membrana celular em mudas de maracujd amarelo
submetidas ao aumento de 0,3 para 3,1 dS m™! na salinidade da 4gua de irrigacdo. Os resultados
aqui encontrados também corroboram com os estudos de Temizgul et al. 2016 ; Munns et al.
2006 e Vighi et al., (2017), ambos com plantas de arroz, em que a salinidade presente
intensificou a peroxidagdo lipidica. Para Rasel et al, (2020), a peroxidagdo lipidica esta
correlacionada a atividade da catalase, o que também ¢ observado neste estudo, especialmente
quanto aos efeitos compensatorios do CO» elevado sob os danos de membrana. Os efeitos
mitigatorios do CO> em plantas sob estresse salino foram observados apenas apoOs cessar o
fornecimento da fertilizagdo com CO2, o que indica uma possivel ativagdo de memoria

fisiologica.

Quanto ao teor de amonio, a concentracao foi aumentada em todos os compartimentos
sob CO; elevado, com maior acimulo em folhas e raizes. Isso ocorre, pois, a fertilizagdo com
CO2 elevado estimula o crescimento da planta, o que aumenta a absor¢do ¢ assimilagdo de N,
como evidenciado por Wang et al., (2021). Contudo, a aplicagdo de NaCl reduziu os niveis, o
que pode estar associado a inibi¢ao da atividade das enzimas envolvidas na assimilagdo de
amonio (glutamina sintetase; GS, glutamato sintase; GOGAT e glutamato desidrogenase; GDH)
(Raju e Prasad, 2021; Parihar et al., 2021). Nossos resultados estdo em harmonia com outros
trabalhos, onde a salinidade inibiu o teor de amonio em tecidos de Luffa (Parihar et al., 2021)
berinjela e tomate (Raju e Prasad, 2023). A alocacdo preferencial para folhas e raizes pode
indicar priorizagdo de tecidos com alta demanda metabdlica, ou ainda, pelo aumento da
atividade da enzima glutamina sintetase nestes orgaos, como evidenciado por Nunes Pires et
al., (2024). Esses dados reforcam que o CO; elevado, embora estimule o metabolismo do
nitrogénio, ndo evita os efeitos inibitorios da salinidade, e que o estresse salino intensifica o

dano oxidativo mesmo sob condi¢des favoraveis de assimilagdo de carbono.
4.6 Analise multivariada dos parametros estudados e fatores experimentais

O agrupamento evidenciado entre as variaveis (Amax, Vemax, Carb_F, Carb_R) indica
que existe uma forte associacao entre os parametros de eficiéncia fotossintética e a acumulagao
de carboidratos na folha e raiz das plantas, ambos beneficiados pela fertilizagdo com CO»
elevado. O que implica dizer que o enriquecimento com CO; elevado favorece a assimilacao
de carbono e eficiéncia fotossintética, corroborando com os achados relatados por Nunes Pires
et al., (2024) e Vanaja et al., (2024). O agrupamento das varidveis Na*, Cl" e Tbars, sugere que
ha aumento da peroxidacao lipidica sob condi¢des salinas, como evidenciado por Wanderley et

al., (2020). A PCA mostra ainda um forte antagonismo da concentragdo de Na'" e CI com o teor
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de K" e NH4", isso ocorre, pois, a presenca de Na“ pode inibir a absor¢do de K" e NH4",

principalmente de K, tendo em vista o raio i6nico similar.

A matriz de correlagdo de Pearson mostra que o aumento da concentragao de Cloreto na
raiz reduz fortemente o teor de amonio e a relagdo K/ Na' nos perfilhos, ao passo que aumenta
o teor de Na" e CI" nos demais compartimentos da planta, assim como evidenciado por Rasel et
al., (2020). A acumulagdo de carboidratos aumenta em conformidade ao aumento dos
parametros de eficiéncia fotossintética, em contrapartida a taxa maxima de carboxilagao da
enzima Rubisco ¢ fortemente reduzida pelo aumento da atividade de APX. Tendo em vista que
o0 CO; elevado reduziu a atividade da enzima, ¢ possivel dizer que houve favorecimento da
carboxilagdo da rubisco, mesmo sob condi¢cdes salinas. O aumento da PS reduz
significativamente e de forma moderada a peroxidagao lipidica, portanto, o aumento do teor de
proteina solivel em plantas estressadas pela salinidade durante a fase de indu¢ao, indicam que

0 CO; elevado ativou mecanismos de defesa da planta contra a peroxidagao lipidica.
Conclusoes

e A fertilizacdo com CO; elevado mitiga efeitos deletérios da salinidade nas trocas
gasosas e eficiéncia fotoquimica, contribuindo para menor toxicidade idnica e danos
oxidativos.

e A exposicdo transitoria ao CO; elevado ativa mecanismos de memoria fisioldgica
que beneficiaram em ocasides posteriores ao fornecimento, mesmo na presenga de
estresse salino, os teores de carboidratos, a taxa maxima de carboxilagao da rubisco
e a protecdo enzimatica.

e O teor de K’ se manteve estavel mesmo com aumentos da concentragido de Na'.

e Os efeitos observados indicam que houve ativagdo de memoria fisioldgica em
funcdo da fertilizagdo prévia com CO; elevado, revelando o potencial do CO2 como
agente de priming fisioldgico.

e Essas constatagdes sdo importantes para compreender o papel da fertilizagdo com
CO: elevado na ativagdo de memoria fisiolégica em plantas, frente a estresses
abidticos.
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Resumo

A salinidade gera efeitos danosos quanto a assimilagdo de CO» nas plantas, tornando-se
a causa de mudanc¢as metabolicas e/ou estomaticas. Para minimizar o estresse, estudos indicam
que, a elevagdo da concentragdo de CO> pode agir na atenuagao de danos metabolicos através
de processos de fotossintese, crescimento e protecdo oxidativa das plantas, mas requer
fertilizagdo continuada de CO: por todo o ciclo de desenvolvimento. Entretanto, os efeitos da
fertilizagdo apenas no inicio do desenvolvimento vegetativo sdo desconhecidos, assim, ndo se
sabe, se ha permanéncia de mecanismos resposta de atenuacdo a salinidade. Com isso,
objetivou-se avaliar os efeitos benéficos da exposicao prévia a concentragdo elevada de CO2 na
protecao da atividade fotossintética, toxicidade idnica e danos oxidativos, associados ao melhor
crescimento em plantas de arroz submetidas ao estresse salino. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 2 x 2: duas doses de NaCl (0
e 80 mM) e duas concentra¢des de CO; (ambiente - 420 ppm e elevada - 800 ppm), com cinco
repeti¢des. As sementes de arroz (Oryza sativa) da variedade Sdo Francisco foram germinadas
e crescidas em camara de crescimento (FITOTRON) até os 40 dias apds a germinacgdo,
posteriormente foram levadas a casa de vegetacdo, onde permaneceram até a producdo. Foram
mensurados indicadores de atividade fotoquimica e trocas gasosas, teores de sodio, potassio e
cloreto, teores de proteinas e atividade enzimatica. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de tukey a 5% de probabilidade. A fertilizacdo com CO: elevado (800 ppm)
aplicada apenas nas fases iniciais do desenvolvimento de plantas de arroz promoveu efeitos
fisiologicos e bioquimicos duradouros, contribuindo para a protecdo da atividade fotossintética
frente a toxicidade i6nica, tanto durante quanto apds a exposicao ao estresse. Além disso, houve
melhora na regulagdo ionica. Esses resultados evidenciam a presenca de memoria fisiologica,
com beneficios persistentes ao longo do ciclo da planta, inclusive sob condi¢des de salinidade.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Oryza sativa; alteragdes climaticas.

Abstract

Salinity causes harmful effects on CO: assimilation in plants, becoming a major factor
in metabolic and/or stomatal changes. To minimize this stress, studies indicate that increasing
CO: concentration may mitigate metabolic damage through processes related to photosynthesis,
growth, and oxidative protection. However, this usually requires continuous CO: fertilization
throughout the entire developmental cycle. The effects of fertilization restricted only to the
early vegetative stage are still unknown, and it remains unclear whether attenuation
mechanisms against salinity can persist over time. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the beneficial effects of prior exposure to elevated CO2 concentration on the protection
of photosynthetic activity, ionic toxicity, and oxidative damage, associated with improved
growth in rice plants subjected to salt stress. The experiment was conducted in a completely
randomized design (CRD) in a 2 x 2 factorial arrangement: two NaCl concentrations (0 and 80
mM) and two CO: concentrations (ambient — 420 ppm and elevated — 800 ppm), with five
replicates. Rice seeds (Oryza sativa, cv. Sao Francisco) were germinated and grown in a growth
chamber (FITOTRON) until 40 days after germination and subsequently transferred to a
greenhouse, where they remained until production. Measurements included indicators of
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photochemical activity and gas exchange, sodium, potassium, and chloride contents, protein
levels, and enzymatic activity. Data were subjected to analysis of variance and Tukey’s test at
5% probability. Elevated CO- fertilization (800 ppm) applied only during the initial stages of
rice plant development promoted lasting physiological and biochemical effects, contributing to
the protection of photosynthetic activity against ionic toxicity both during and after stress
exposure. Moreover, ionic regulation was improved. These results provide evidence of
physiological memory, with persistent benefits throughout the plant cycle, even under salinity
conditions.

Keywords: Oxidative stress; Oryza sativa; Climate change.

1. Introducio

As alteragdes climaticas globais t€ém impactado negativamente da distribui¢ao espago-
temporal do regime pluviométrico, o que potencializa a limitacdes de areas agricolas como as
jé afetadas pela salinidade. Paradoxalmente, diversos estudos t€ém demonstrado que o aumento
do CO: atmosférico pode mitigar, em parte, os efeitos negativos do estresse salino em plantas
(Hu et al., 2022; Hu et al., 2024). As proje¢des indicam que até o final do século o nivel de
didxido de carbono (CO2) na atmosfera deva atingir entre 650 e 1200 ppm (IPCC, 2020). Como
0 CO2 ¢ o substrato primario da fotossintese, esse aumento poderd estimular a fixagdo de
carbono e eleva a produtividade vegetal, principalmente em espécies de metabolismo Cs como
o arroz (Lv et al., 2020). Contudo, no geral os estudos mostram que as agdes mitigatdrias aos
efeitos deletérios da salinidade requerem exposi¢do continua ao CO: elevado. Esse modelo de
estudo instiga a possibilidade de inducdo de efeito priming, exposi¢do transitoria ao CO2
visando a ativacdo de memoria fisiologica com efeitos em periodos posteriores, assim como

relatado para o perdxido de hidrogénio (Liu ef al., 2020).

A salinidade afeta as plantas e as células vegetais de multiplas formas que tém sido
amplamente classificadas como estresse osmotico e toxicidade idnica, danos primarios, ou dano
oxidativo, danos secundarios (Zhou-Tsang et al., 2021; Marcondes; Garcia, 2009; Lupo et al.,
2022). Ao avaliarem o efeito do estresse salino em plantas de arroz, Marcondes; Garcia, (2009),
observaram o acimulo de varios osmolitos compativeis como, por exemplo, sacarose, glicose,
frutose, inositol, citrato, malato, ascorbato, salicilato e prolina. Assim, pode-se dizer que as
respostas das plantas a salinidade consistem em modificacdes em sua fisiologia ou bioquimica,
seja como resultado de danos ou respostas das plantas para evitar ou mitigar os danos (Munns
et al., 2020). A fertilizagdo com CO; elevado pode atenuar em parte os efeitos nocivos gerados

pelo sal, pois sob condigdes combinadas de CO» e salinidade, as plantas tendem a reduzir a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), e com isso reduzir a intensidade de danos
oxidativos, associado a maiores taxas de fotossintese liquida e incrementos positivos no

rendimento e produtividade (Takagi et al., 2009; Li et al., 2020a; Pérez-Lopez et al., 2009).

A fertilizagdo com CO> elevado favorece a atividade de carboxilagao da enzima Rubisco
em detrimento de sua atividade oxidase, o que reduz a fotorrespiracao, uma via dispendiosa e
potencial produtora de espécies reativas de oxigénio (EROs). A fotorrespiragdo ocorre em
paralelo a fotossintese com perdas significativas de parte do carbono ja fixado liberado como
CO2, podendo afetar a produgdo em plantas C3 em até 50% sob condi¢des severas de estresses
(South et al., 2018). A reducao da fotorrespiragdo contribui para menor formagdo de radicais
livres, o que resulta em menor peroxidagao lipidica e, consequentemente, maior eficiéncia do
aparato fotossintético, pois promove aumento na concentragao de carbono no mesofilo foliar
(Ci) e na taxa de assimilagdo liquida (A), reduz a condutancia estomatica (gs) e altera as taxas
maximas de carboxilagdo (Vcmax) e transporte de elétrons (Jmax) (Hu ef al., 2024; Leakey et
al., 2009; Bhargava & Mitra, 2021; Takagi ef al., 2009b; Li ef al., 2020a; Pérez-Lopez et al.,
2009).

Em condig¢des de campo, a fertilizacdo com CO; s6 € possivel pelo emprego do sistema
Free Air CO: Enrichment (FACE), que aplica fumigagdes continuas ao longo do ciclo da planta
(Allen et al., 2020; Takai et al., 2023; Hu et al., 2024; Wang et al., 2020; Bindi, Fibbi &
Miglietta, 2001). Contudo, ndo controla com precisdo a concentragdo do gas (CO) aplicada
nos diferentes estagios da cultura. Estudos revelam que a exposicao prolongada ao CO: elevado
pode acarretar regulac¢do negativa, ocasido a qual a planta reduz sua capacidade fotossintética,
por afetar pardmetros como Jmax, Vemax, TPU e Amax (Crous, Walters & Ellsworth, 2008;
Major, Mosseler & Malcolm, 2018, 2022). Assim, investigar os efeitos de uma fertilizagao
temporaria de CO: elevado na ativagdo de memoria fisioldgica para tolerancia ao estresse
salino, ao longo do ciclo da planta, permite averiguar a possibilidade de evitar efeitos deletérios

de uma exposicao prolongada.

O conceito de priming vegetal tem sido explorado nesse sentido, expondo as plantas a
estimulos ndo letais que ativam respostas adaptativas duradouras, como o pré-condicionamento
de sementes com agentes quimicos diversos para estimular a resisténcia de plantas a salinidade
(Paul et al., 2023; Hadia et al., 2023). Outro fendmeno relevante € a tolerancia cruzada (cross-
tolerance) que consiste na aclimatacao da planta a determinados fatores adversos pela prévia
exposicdo ao respectivo fator em baixa intensidade (ndo letal), bem como a um outro fator

(diferente) relacionado a estimulos metabolicos envolvidos no aumento da resisténcia vegetal



85

(Rossatto et al., 2023). Estudos mostram que a aplicagdo de perdxido de hidrogénio na solugdo
nutritiva uma unica vez, com efeitos permanentes durante o ciclo da planta para resisténcia a

salinidade, como no caso de plantas de trigo (Liu et al., 2020).

Apesar dos avangos no entendimento de mecanismos de ativagio de memoria em
plantas, as pesquisas concentram-se na aplicagao prévia do proprio fator estressante. Ainda nao
ha relatos na literatura que explore o potencial do CO: elevado como efeito priming, ou seja,
indutor de ativacao de uma memoria fisioldgica com efeitos duradouros para o ciclo posterior
da planta sobre a tolerancia a salinidade, para o melhor do nosso conhecimento. Neste contexto,
a hipdtese deste estudo € que a aplicacao de CO: elevado durante a germinagao € o crescimento
inicial de plantas de arroz, pode atenuar o estresse salino ao longo das demais fases do ciclo da
cultura. Assim, o objetivo ¢ avaliar os efeitos benéficos da concentragdo elevada de CO.,
aplicada apenas nas fases iniciais do desenvolvimento, sobre a atividade fotossintética, a
toxicidade i0nica e os danos oxidativos, associados ao crescimento e a produgdo de graos em

plantas de a rroz submetidas ao estresse salino.

2. Materiais e Métodos

2.1 Area de estudo

O experimento foi conduzido em Camara de Crescimento (Fitotron SGC 120) e Estufa,
pertencentes a Universidade Federal Rural de Pernambuco, em sua Unidade Académica de
Serra Talhada, localizada na mesorregido do sertdo Pajed, no Estado de Pernambuco, com
coordenadas geodésicas de 7°57'8.30"S latitude sul e de longitude 38°17'39.84"0O Oeste e
altitude de 429 metros.

2.2 Material vegetal e tratamentos aplicados

As sementes de arroz (Oryza sativa), cultivar Sdo Francisco, foram semeadas em vasos
plasticos de 5 L contendo uma mistura de areia de textura fina com vermiculita de textura média
na propor¢ao de 1/1 (v/v). Ap6s o semeio, os vasos foram acondicionados em cadmara de
crescimento artificial (Fitotron SGC 120) com condi¢des controladas de temperatura (30°C
dia/25°C noite), umidade relativa do ar (55% dia e 65% noite) e luminosidade (300 pmol m™
s, com fotoperiodo de 12 h. Nessas condigdes as plantas foram expostas aos tratamentos de
salinidade e concentragdo elevada de CO», como descrito a seguir. Durante a germinacdo a

umidade do substrato foi mantida proxima da saturacao (verificada pelo lixiviado) por meio de
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irrigagdes frequentes com agua destilada. Apos a germinacdo (+ 10 dias) as plantulas receberam
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com metade da forga (diluida /%) diariamente por
mais 10 dias, para crescimento inicial/formacao de parte aérea. Em seguida, as plantas foram
divididas em dois grupos, uma parte irrigada somente com solu¢ao nutritiva (sem NaCl) e outra
parte com solucao adicionada de NaCl (80 mM) para o tratamento salino, a cada cinco dias. A
partir do inicio do tratamento salino as plantas permaneceram na cAmara de crescimento até os
40 dias (submetidas aos tratamentos de concentracdo de CO> ambiente (420 ppm) ou elevada
(800 ppm). Ao final dessa etapa foram feitas as avaliagdes fisiologicas necessarias (medidas de
fotossintese — trocas gasosas e de fluorescéncia) e em seguida as plantas foram transferidas para
casa de vegetacao onde continuaram a receber solu¢do nutritiva sem sal (referéncia) e com NaCl
80 mM (tratamento salino), permanecendo até a fase final de produg¢do para avaliar a quantidade
de massa seca total das plantas. Apds 40 dias de crescimento na estufa expostas a concentragao
de CO; ambiente (+420 ppm), as plantas foram submetidas novamente as analises fisiologicas
para parametros de fotossintese (trocas gasosas e de fluorescéncia). Vale ressaltar que o
experimento foi conduzido em dois ciclos consecutivos, devido a disponibilidade de apenas um

fitotron, o que exigiu o cultivo separado das plantas em cada concentragdo de CO2 (400 e 800
ppm).
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Figura 14: Desenho experimental mostrando a conducdo das plantas desde o semeio até a
aplicagdo dos tratamentos de salinidade e CO; elevados.. Durante a germinagdo (10 d) a
umidade do substrato foi mantida com agua destilada, seguida da aplicag¢ao de solucao nutritiva
diluida (1/2) por 40 dias sob CO> ambiente (400 ppm) e elevado (800 ppm). Posteriormente as
plantas foram levadas a estufa para analises fisioldgicas posteriores aos 80 dias, apds 40 dias

de aclimatacdo em condigdes ambientais normais.

2.3 Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial 2 x 2: duas doses de NaCl (0 e 80 mM) e duas concentragdes de CO; (ambiente
- 420 ppm e elevada - 800 ppm), contando com cinco repeticdes, perfazendo 20 parcelas
experimentais. O tratamento ambiente corresponde ao valor observado para a atmosfera atual e
o0 COz elevado, a quantidade prevista para meados de 2050 (NOAA, 2024). Os dados foram
submetidos ao teste F a 5% de probabilidade, por meio de andlise de variancia, e as médias das

variaveis avaliadas comparadas pelo teste de Tukey em mesmo nivel de significancia (5%).

2.4 Medidas de crescimento, conteudo de sodio, potassio e cloreto

As medidas de crescimento foram tomadas através da mensuragdo do teor de matéria
seca das plantas, que foram separadas em caule, folha e raiz, pesadas e acondicionadas em
estufa com circulagdo de ar forcada de 48 a 72 horas a uma temperatura constante de 55°C até
atingir massa constante. Para a massa seca da parte aérea foram somadas as massas de caules e

folhas, para a estimativa da relagdo parte aérea/raiz.

Para obtenc¢do do extrato aquoso, para a mensurac¢do de Na*, K e CI', o material vegetal
seco foi triturado em moinho com peneira de granulometria igual a 2mm. Posteriormente foi
pesado 0,2g da amostra de cada estrutura e misturada em um volume de 30 ml de agua ultrapura,
transferida para tubos de rosca. Os tubos foram levados a banho maria (100°C, 1h) seguida da
filtragem apos estabelecimento da temperatura ambiente. A determinagdo do teor de Na* e K*
foi proporcionada pela excitagdo dos atomos ionizaveis, utilizando um fotdmetro de chamas,
sendo necessaria dilui¢cdo até a faixa de amplitude do aparelho (Viégas et al., 2001). O conteudo
de cloreto foi obtido por titulacdo do nitrato de prata (AgNOs3, 28 mM) a 20 mL do extrato
supracitado, acrescido de ImL do indicador cromato de potassio (K2CrOs) a 5% (p/v) (Ferreira-

Silva et al., 2008).
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2.5 Extracio de proteinas e atividades enzimaticas

Amostras de folhas frescas (200 mg) foram homogeneizadas em almofariz e pistilo na
presenca de N> liquido e extraidas em tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) com EDTA
1 mM. Para a enzima ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi adicionado 1 mM de
ascorbato ao tampao de extragdo para evitar a desnaturacao parcial dessa enzima. O extrato
bruto foi centrifugado a 14.000 g por 30 min a 4 °C e a fracdo soluvel (sobrenadante) foi
recuperada. Nessa fracao proteica, o teor de proteina solivel foi mensurado conforme método

descrito por Bradford (1976), utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA).

Para quantificar a atividade da superoxido dismutase (SOD), uma enzima antioxidante,
foi utilizado o método proposto por Giannopolitis; Ries, (1977), que tem como base a
capacidade de inibir a redu¢do do nitro blue tetrazolium (NBT) em condic¢des especificas de
reacdo e iluminagdo. Para tanto, o processo foi iniciado com aliquotas de 100 puL de extrato
proteico, acondicionadas em tubos (em ambiente escuro) com 1660 puL do tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 7,8 e 200 pL de nitro blue tetrazolium (NBT) a 750 uM. A reacdo foi
iniciada pela adi¢cdo de 40 pL de riboflavina 1 mM. Em seguida, os tubos foram transferidos
para uma caixa de madeira iluminada por 14mpada com 30 watts (30 pmol de fotons m2 s™!) por
6 minutos. O desligamento da luz ocasionou a pausa da reagao e os tubos foram revestidos com
material de coloragio escura. Para quantificacdo da SOD (U.A. mg™! proteina min™), as leituras
foram feitas a 540 nm e os valores obtidos representam uma unidade de atividade da SOD

requerida para ocasionar 50% de inibi¢do da taxa de fotorredugdo do NBT.

O contetdo da peroxidase do ascorbato (APX), foi obtido conforme metodologia
proposta por Nakano; Asada, (1981). Foi utilizado 100 puL. da mesma extra¢do proteica ja
explicitada, contudo, acrescida de 4cido ascoérbico na concentragdo de 0,5 nM. Adicionada ao
meio reacional: 2,7 mL da solugdo tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0 * ascorbato
0,5 mM e 200 pL de perdxido de hidrogénio (H202) na concentracdo de 30 mM. As leituras
cinéticas (a cada 30s por 3 min) foram realizadas a 290nm em cubeta de quartzo. Os resultados
foram obtidos com o coeficiente molar de 2,8 mM™ cm™ e expressos em umol ASC mg!

MFmin™.

A medida de atividade da Catalase (CAT) foi realizada de acordo com Havir; Mchale,
(1987), ao qual aliquotas de 50 pL do extrato proteico foram acrescidas de 2,95 mL de tampao
fosfato de potassio pH 7,0 e 50 mM e 20 mM H>0,. Os resultados foram expressos em pmol

de H202 mg™! MF min! e as leituras foram feitas no mesmo intervalo de tempo utilizado para
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mensuracao de APX, sob absorbancia de 240 nm e coeficiente de extingdo molar de 36 M cm”
1

2.6 Mensuracio das trocas gasosas

As medidas referentes as trocas gasosas foram realizadas no periodo matutino (9 as 11h)
com o auxilio de um analisador de gases infravermelho (IRGA - GFS 3000 - Heinz Walz,
Alemanha), pelo qual foram realizadas curvas de Fotossintese liquida (A, pmol CO, m?s™),
transpiracdo (E, mmol H.O m? s'), condutincia estomdtica (gs, mm H.O m?s') e
concentragdes intercelulares de CO2 (Ci, pmol CO2 mol™! ar) em resposta ao aumento da
concentragdo de CO2 na camara foliar do IRGA (A/CO>) e a crescentes densidades de fluxo de
fotons fotossintéticos (A/DFFF). Nas curvas de luz (A/DFFF), a DFFF variou de 0 a 2000 pmol
fotons m?s™!, ao passo que nas curvas em resposta ao COz (Pn/CO2), o DFFF foi mantido em
1000 pumol fétons m2s! e a pressio parcial de CO> variou de 50 a 1800 pmol m*s™'. Ambas a

uma temperatura fixa na camara de 28°C, umidade de entrada na cubeta (H2Oaps= 1700 pmol

H>0 mol™! ar) e um fluxo de gases equivalente a 750 pmol de ar s,

Para efeito de verificagcdo dos objetivos propostos foram determinados ainda os
seguintes parametros de eficiéncia fotossintética: Amax (Fotossintese méxima observada), Vemax
(taxa maxima de carboxilacdo permitida pela ribulose 1-5-bifosfato carboxilase/ oxigenase
(Rubisco)), Jmax (taxa de transporte fotossintético de elétrons) e LCP (ponto de compensagao
de luz). conforme metodologia proposta por Marshall; Biscoe, (1980) e Sharkey et al., (2007).
Os parametros de assimilagdo de CO: foram estimados com o auxilio do pacote photosynthesis,
que implementa o modelo bioquimico de assimilacao de carbono proposto por Farquhar ef al.
(1980), com base em autores como Marshall & Biscoe (1980) e Sharkey ez al. (2007). Os ajustes
foram realizados por meio de regressdes nao-lineares no software RStudio, utilizando a fungao
nls.Im do pacote minpack.Im. A eficiéncia intrinseca no uso da agua (Pn/gs) foi calculada pela

relacdo da taxa de fotossintese liquida e condutancia estomatica.

2.7 Fluorescéncia da clorofila a e parametros fotoquimicos

A fluorescéncia da clorofila a foi medida usando o método de pulso de saturagdo
(Klughammer e Schreiber 1994), com auxilio de um fluorimetro de luz portatil MINI-PAM 11
(Heinz Walz, Alemanha). As folhas foram adaptadas ao escuro por 50 min para avaliar Fo e
Fm. Os dados foram obtidos através da realizacdao de curvas de densidade de fluxos de fotons
fotossintéticos (DFFF) (variando de 0, 25, 45, 65, 90, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 ¢ 1500

umol m™ s ') e curvas de indugdo em resposta ao aumento do tempo de exposi¢do a luz actinica
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(Com configura¢do padrao de 20s). Os seguintes parametros foram avaliados: o rendimento
quantico maximo de PSII [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm]; o rendimento quantico efetivo do PSII [YII
= (Fm'- Fs)/Fm'], a extingdo ndo fotoquimica [NPQ = (Fm — Fm')/Fm’] e a taxa aparente de
transporte de elétrons através do PSII [ETR II = (YII x PPFD x 0,5x0,84)]. Para estimar o
ETRIIL, 0,5 foi usado assumindo a fragdo de energia de excitacdo distribuida ao PSII, e 0,84
como a fragdo de luz incidente absorvida pelas folhas. Fm e Fo sdo a fluorescéncia maxima e
minima das folhas adaptadas ao escuro, respectivamente; Fm' e Fs sdo a fluorescéncia maxima
e a fluorescéncia em estado estaciondrio nas amostras adaptadas a luz (Maxwell e Johnson,

2000).

2.8 Danos a membrana (peroxidacio lipidica) e teor de amonio (NH4")

Os danos a membrana foliar foram pelo acimulo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), de acordo com Heath e Packer (1968). Amostras de folhas (0,1 g)
foram pulverizadas em nitrogénio liquido (N2 liquido) e homogeneizadas com 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) a 6% (p/v). As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a
4 °C. Aliquotas do sobrenadante foram misturadas com 2 ml de TCA a 20% (p/v) com acido
tiobarbitarico (TBA) a 0,5%. A mistura foi aquecida por 30 min a 95 °C em tubos e, em seguida,
resfriada rapidamente em banho de gelo. A absorbancia foi lida em 532 e 660 nm. O complexo

MDA-TBA foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM ™.

O teor de amonio (NH4") foi medido conforme descrito por Souza et al., (2019).
Amostras de matéria seca (0,2 g) foram moidas em um almofariz com pistilo e uma extra¢do
aquosa foi realizada por incubag@o em tubos de ensaio com 25 ml de dgua destilada e fervida a
100 °C por 1 h. Aliquotas (0,4 ml) deste extrato foram adicionadas a um meio de reacdo
contendo 2,5 ml da solucdo A (Solugdo A: Fenol (1%) + Nitroprussiato de sodio (0,005%) +
250 ml de agua ultrapura) e 2,5 ml da solugao B (Solu¢ao B: NaOH (0,5 %) + hipoclorito de
sodio comercial (2,52% v/v) + 250 ml de agua ultrapura.), as leituras foram realizadas em um
espectrofotdmetro a 625 nm. Os teores de NH4" foram estimados a partir de uma curva padrdo

de hipoclorito de s6dio com concentragdes de NH4" variando de 0 a 50 pmol L',

Em seguida foram determinados os carboidratos soliveis, conforme o método fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). Nos tubos de ensaio, aliquotas de 500 uL. do mesmo extrato
utilizado para obtengdo da concentracdo de amodnio foram acrescidas de 500 pL de fenol a 5%,

sendo a reacdo iniciada com a adicdo de 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. As leituras
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foram realizadas em espectrofotometro a 490 nm. Para o célculo, utilizou-se curva padrao
elaborada com solugdes aquosas de d-glicose, e os resultados foram expressos em mmol de

carboidrato solavel g MF.
3. Resultados
3.1 Medidas de trocas gasosas

As curvas de resposta a crescentes intensidades de fluxo de fotons fotossintéticos
(DFFF) e ao aumento da concentragdo de CO; apresentam, de maneira geral, comportamento
semelhante (Figura 14). Os tratamentos que passaram pelo periodo inicial de desenvolvimento
(até 40 dias) aclimatados a atmosfera elevada apresentam um bom desempenho, mesmo apos a
saida deste ambiente, especialmente para os tratamentos com salinidade, indicando a presenca
de uma memodria fisioldgica deixada nas plantas. A fertilizacdo com CO; elevou a fotossintese
liquida (A) e a concentracdo interna de CO2 no mesofilo foliar (Ci), efeito que permaneceu
mesmo apos cessado o fornecimento. A salinidade reduziu evidentemente a A e o Ci, efeito que
foi atenuado pela fertilizagdo com o CO; elevado e permaneceu para as fases posteriores a

aplicagao.

Ao isolar o ponto de 1000 umol de fotons na curva de fotossintese em resposta a luz,
observa-se que, aos 40 dias apos o semeio (DAS), as plantas apresentaram um incremento de
10 e 24% em funcdo do CO: elevado, para os tratamentos com e sem salinidade,
respectivamente. J& aos 80 DAS, o ganho foi de 13% nas plantas sem estresse salino e de
expressivos 37% nas plantas sob salinidade. Isso aponta que a exposi¢cao ao CO: elevado
durante os 40 primeiros dias ap6s a semeadura ativou mecanismos de memoria nas plantas de
arroz, que prolongaram os efeitos benéficos na fotossintese, mesmo apds o fim da aplicagdo.

Essa resposta foi ainda mais evidente na presenca de salinidade.
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Figura 14 Curvas de fotossintese liquida (A), condutincia estomatica (gs) e concentracao
intercelular de CO2 (Ci) em resposta a crescentes concentracdes de CO: e densidade de fluxo
de fotons fotossintéticos (DFFF) em plantas de arroz submetidas a tratamentos de salinidade e
CO; elevados. As barras representam valores médios de trés repetigdes + desvio padrao.

A fertilizacdo com CO; elevado aumentou a concentracao interna de COz no mesofilo
foliar (Ci), especialmente frente a elevacdo da DFFF. Nas curvas de resposta ao CO2, os
resultados demonstram que plantas aclimatadas a atmosfera elevada possivelmente apresentam
maior capacidade de fixacdo do CO> disponibilizado de forma instantdnea, pois observa-se
redu¢@o do Ci em plantas aclimatadas apds 800 umol de CO; aplicado. Este resultado também
pode estar associado a condutancia estomatica (gs), que de modo geral, foi reduzida pela
salinidade e pelo CO: elevado. Esse efeito foi ainda mais evidente quando houve a combinagao

desses dois fatores. Nas curvas de resposta a crescentes concentragdes de CO», observou-se um

comportamento decrescente. Em resposta ao aumento da DFFF, a condutincia tendeu a se
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elevar, especialmente para os tratamentos controle. No entanto, a estabilizagdo ocorreu apos 0s

1200 pmol de fotons.

A maior eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) foi observada nos tratamentos
previamente expostos a 800 ppm de CO:, sem acréscimo salino, seguidos pelas plantas
submetidas ao estresse salino. Curiosamente, os maiores valores de eficiéncia foram registrados
aos 80 DAS, isso sugere que a fertilizagdo por 40 DAS ativou mecanismos de memoria
fisiologica capazes de aumentar a eficiéncia no uso da agua em fases posteriores (Figura 15).
Outro fator importante para o aumento da EIUA foi a redu¢do da condutancia estomatica,
associada ao aumento da fotossintese liquida em plantas fertilizadas com CO», em detrimento
das condi¢des ambientais atuais (400 ppm). Nos tratamentos sob CO: ambiente, os valores
médios de eficiéncia foram evidentemente inferiores, comportamento semelhante frente ao
aumento gradual da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) e da concentracao de
CO:. Entretanto, nas curvas de resposta ao CO2, o comportamento foi nitidamente crescente,
enquanto na DFFF observou-se uma estabilizacdo acentuada apos os 1000 pmol fétons m2 s,
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Figura 15. Curva de eficiéncia intrinseca do uso de dgua (Pn/Gs) em resposta a crescentes
concentracdes de CO: e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) em plantas de
arroz submetidas a tratamentos de salinidade e CO: elevado. As barras representam valores
médios de trés repetigdes + desvio padrao.

3.2 Medicao dos parametros de fluorescéncia da clorofila

De modo geral, os parametros fotoquimicos avaliados aumentaram em detrimento da
aclimatagdo fora da camara de crescimento. O estresse salino aumentou evidentemente a
dissipacdo de energia, especialmente aos 80DAS, contudo, esse efeito foi parcialmente

mitigado pela fertilizagdo com CO; elevado (Figura 16). Plantas aclimatadas ao CO, elevado
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mantiveram dissipagao de energia estavel ao longo de todo ciclo, mesmo com a presenca de sal.
A taxa transportadora de elétrons (ETR) demonstrou grande estabilidade a partir dos 800 pmol
de fotons e foi expressivamente maior na avaliagdo aos 80DAS. A fertilizagdo com CO; elevou
o Quenching fotoquimico (qP), eficiéncia quantica atual do FSII (AF/Fm’) e eficiéncia maxima
do fotossistema II (Fv/Fm) aos 40DAS e manteve estabilidade aos 80DAS, com e sem a
presenca de salinidade. Em contrapartida, na concentragdo ambiente de CO», estes parametros
foram evidentemente elevados em func¢do da saida da camara de crescimento. Isso indica que o
estresse gerado pela baixa luminosidade dentro da camara foi anulado pela fertilizagdo com

COa.
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Figura 16 Quenching fotoquimico (qP), eficiéncia quantica atual do FSII (AF/Fm’), quenching
ndo fotoquimico (NPQ) e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) em resposta ao aumento
da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF), em plantas de arroz submetidas a
tratamentos de salinidade e CO: elevado. As barras representam valores médios de trés
repeticoes + desvio padrao.

Durante o tempo de avaliacdo nas curvas de indugdo realizadas, observou-se que a
fertilizagdo com CO; aumentou melhorou a ETR, o qP e o AF/Fm’ (Figura 17). Esses efeitos
persistiram e de forma mais evidente aos 80DAS, o que expressa a viabilidade de exposi¢ao

prévia e transitoria a atmosfera elevada.



95

o —&— 40D

. —0— 40D (sal) 0.8
—¥— 30D
—&— 80D (sal)
—m— 40D (eCOy)
—
+
_<>_

40D (eCO5 —saly [ 06

80D (sal)
80D (’eC()2 sal)

NPQ
AL/ Tm'

0.6

04 |
- 20

qP
ETR

10

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tempo (s) Tempo (s)

Figura 17 Quenching fotoquimico (qP), eficiéncia quantica atual do FSII (AF/Fm’), quenching
nao fotoquimico (NPQ) e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) em resposta ao aumento
do tempo de exposi¢do a luz actinica, em plantas de arroz sob tratamentos de salinidade e CO:
elevado. As barras representam valores médios de trés repeti¢des + desvio padrao.

Para as plantas cultivadas sob CO> ambiente, a producao de energia na fase inicial foi
limitada, efeito inibido pela fertilizacdo com CO». Assim, 0s possiveis estresses causados pela
baixa luminosidade na camara de crescimento sdo menos intensos nas plantas que passaram
pela exposicdo ao CO: elevado. Os efeitos benéficos as plantas previamente expostas a
fertilizagdo com CO: permanecem eficiente e estavel mesmo apds a saida da camara de

crescimento, o que indica uma possivel ativacdo de memoria fisiologica.

3.6 Parametros de eficiéncia fotossintética

Ajustes realizados nas curvas de A/Ci e A/DFFF permitiram derivar estimativas dos
valores de Vemax, Jmax, LCP e Amax. A LCP e a Amax foram evidentemente elevados por
ocasido da saida da cdmara de crescimento. Comportamento inverso ¢ observado para Vemax
e Jmax. Para a taxa méxima de carboxilagdo da rubisco, os efeitos benéficos significativos do
CO; elevado, sdo expressos apenas na camara de crescimento, ou seja, durante a exposi¢ao a
atmosfera elevada, o que implica dizer que para este parametro a fertilizacdo temporaria nos

primeiros 40 DAS ndo foi suficiente para ativar mecanismos de memoria fisiologica que
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perdurassem ao longo de todo ciclo de desenvolvimento. Em contrapartida, para a Jmax,
observa-se que mesmo apds cessar o fornecimento, os efeitos benéficos do CO» elevado se

mantém, especialmente como mitigatorio do estresse salino imposto.

Tabela 4 Parametros fotossintéticos de plantas de arroz submetidas a tratamentos de salinidade
e CO:; elevado. Barras representam valores médios de trés repeticdes + desvio padrao.

Vemax Jmax LCP Amax
NaCl (umol CO; ms") (umol elétrons m?s™!) (umol m?s™) (umol m?s™)
CO; (mM DAS
) 40 80 40 80 40 80 40 80
400 0 80,01Aa 80,02Aa 202,12Ba 185,87Aa  7,160Ab 2849Aa 28,80Ba 41,07Aa
80 80,17Ba  79,92Aa 164,63Bb 126,11Bb 16,30Aa  2597Aa 22,23Bb  19,37Ab
800 0 82,59Ab 56,15Bb 218,75Aa 202,29Aa 15,13Aa  23,34Aa 31,79Aa  26,25Ba
80 90,29Aa  60,74Ba 172,25Ab 155,35Ab  8,680Aa 27,06Aa 23,87Ab  25,07Aa
CV (%) 4,13 0,83 1,96 5,64 36,14 23,42 3,06 13,17
p(COy) 0,012 0,00 0,0004 0,003 0,94 0,58 0,001 0,06
p (sal) 0,08 0,00013 0,00 0,00001 0,60 0,86 0,00 0,0006
p (CO;x sal) 0,09 0,0001 0,068 0,27 0,01 0,40 0,19 0,001

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras maitsculas comparam os tratamentos de CO: dentro de cada nivel de
salinidade; letras minusculas comparam os niveis de salinidade dentro de cada condicdo de
CO:. p = valor de significancia estatistica (p-valor) para cada fator e interacao.

Em concordancia ao Jmax, para a Amax, os efeitos mitigatorios da salinidade pela
fertilizagdo com CO: elevado sdo evidentes e foram significativamente mantidos mesmo apos
cessar o fornecimento. Para o ponto de compensacao a luz (LCP), a elevagdo do CO; ¢ a
salinidade, aumentaram este pardmetro durante a exposi¢cdo, apds, ndao houve diferenca
significativa. De modo geral, pode-se dizer que a fertilizagdo temporaria com CO; elevado ¢
capaz de ativar mecanismos de indu¢do de memoria fisiolégica que melhora, em parte, os

parametros de eficiéncia fotossintética avaliados.

3.3 Medidas de crescimento e sintomas visuais da dinamica de elevacao de CO: e condicoes

salinas em plantas de arroz.

A anélise estatistica indicou que o efeito do CO- foi significativo tanto para a parte aérea
(p<0,01) quanto para a raiz (p<0,01). O estresse salino também influenciou significativamente
a biomassa da parte aérea (p<0,01) e da raiz (p<0,01), enquanto a interacao entre CO2 e NaCl

ndo foi significativa (p>0,05). A salinidade imposta reduziu em 29,78% a massa seca da raiz
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quando a plantas foram cultivadas sob CO: ambiente, ¢ em 23% quando expostas

temporariamente ao CO- elevado.

Tabela 5 Peso seco de folhas, perfilhos e raizes e relagao parte aérea/raiz de plantas de arroz
submetidas a tratamentos de salinidade e CO: elevado. Barras representam valores médios de
trés repeticdes £+ desvio padrao.

Massa seca )
COz (Nni\c/j[l) Parte aérea (gi{aiz Parte aérea/Raiz
400 0 204,43 Ba 102,11 Ba 2,01 Aa
80 143,59 Bb 83,25 Bb 1,69 Aa
200 0 312,27 Aa 134,04 Aa 2,34 Aa
80 238,89 Ab 103,65 Ab 2,31 Aa
CV (%) 19,65 8,62 23,66
p (COy) 0,0001 0,000013 0.047
p (sal) 0,00368 0,000025 0,459
p (CO,x sal) 0,754 0,191 0,52

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras maitsculas comparam os tratamentos de CO: dentro de cada nivel de
salinidade; letras minusculas comparam os niveis de salinidade dentro de cada condicdo de
CO..

A fertilizagdo com CO,, gerou um incremento médio de 52 e 66% na massa seca da
parte aérea, nos tratamentos sem e com a presenca de salinidade, respectivamente. Para a massa
seca da raiz estes valores foram de 31 e 24%. Nao foi observada diferenca significativa para a

relagdo parte aérea/raiz (p>0,05).

Os sintomas visuais da dinamica de elevagao de CO» e condi¢des salinas em plantas de
arroz. A exposi¢ao prévia ao CO; elevado aumentou o crescimento das plantas na presenca e
auséncia de salinidade (Figura 5). A tomada de dados referente as medidas de crescimento
(matéria seca) foram realizadas aos 80DAS, isso evidencia a viabilidade de fertilizagdo prévia
com CO; elevado como agente ativador de memoria fisioldgica. Haja vista a notoria distingado

de plantas cultivadas unicamente com CO; ambiente.
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Figura 18 Alteragdes fenotipicas em plantas de arroz submetidas a tratamentos de salinidade e

CO3; elevado.

3.4 Extracio de proteinas e atividades enzimaticas

O teor de proteina soluvel (PS) foi significativamente aumentado pela fertilizagdo

temporaria com CO: elevado (p<0,05), especialmente quando combinado com o estresse salino.
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Figura 19 Alteracdao do contetido de proteina soluvel (PS) e atividades das enzimas superoxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidases (APX) e catalases (CAT) em folhas de plantas de arroz
submetidas a tratamentos de salinidade e CO; elevado. As barras representam valores médios
de trés repetigdes + desvio padrdo. Letras maitisculas comparam os tratamentos de CO: dentro
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de cada nivel de salinidade; letras minusculas comparam os niveis de salinidade dentro de cada
condicdo de CO., pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto a atividade enzimatica, a atmosfera enriquecida com CO: aumentou
significativamente a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) (p<0,05), com um
incremento de 537% dentro do nivel salino. Para a enzima ascorbato peroxidase (APX), o
comportamento foi inverso, com uma reducao significativa (p<0,05) na sua atividade com o
aumento do CO.. Entretanto, apesar dos maiores valores de atividade da APX serem observados
na presenga de salinidade, o CO» elevado reduziu essa atividade. Em concordancia, par a
atividade da catalase (CAT), os maiores valores foram encontrados nas plantas que receberam
aporte salino. A salinidade aumentou a atividade da catalase em 31% e 10% para as plantas na
concentragdo de CO. ambiente ¢ elevado, respectivamente, ambos quando comparado aos

tratamentos de referéncia (0 mM de sal).

3.8 Determinacao da peroxidacio lipidica e teor de aménio

O teor de amonio foi bem distribuido entre os compartimentos da planta. Nos perfilhos
e raizes, observa-se aumento significativo em fungao da exposi¢ao prévia ao C2 elevado sem a
presenca de salinidade.
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Figura 20 Contetudo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (MDA-TBA) e amo6nio em
folhas de plantas de arroz submetidas a tratamentos de salinidade e CO: elevado. As barras
representam valores médios de trés réplicas + desvio padrdo. Letras maitusculas comparam os
tratamentos de CO: dentro de cada nivel de salinidade; letras minusculas comparam os niveis
de salinidade dentro de cada condigdo de CO-, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A peroxidagdo lipidica, expressa pela quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (Figura 8) aumentou significativamente (p<0,01) com a presenca de salinidade.
Em contrapartida, quando expostas previamente ao CO; elevado, o comportamento foi inverso,

de modo que o CO» elevado reduziu a peroxidagao lipidica em plantas expostas a salinidade.
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3.5 Teor de Sédio, Potassio, Razio Sédio/Potassio e Cloreto

As maiores translocagdes da concentragao de sodio (Na*) foi para os perfilhos,
especialmente na presen¢a de salinidade. Em concordancia com o comportamento da
distribuicao de cloreto ao longo dos compartimentos da planta. Nas raizes, a concentracao de
sodio e de cloreto, foi superior nos tratamentos expostos a concentragao ambiente de CO». Isso
pode ser atribuido a estratégia de translocagao utilizada pelas plantas, ja que o acimulo de sodio
e cloreto nas folhas de plantas sob salinidade, também foi significativamente menor em fungao

da fertilizacdo com CO: elevado.
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Figura 21 Contetidos de sodio (Na"), potassio (K*) e cloreto (CI') e razdo K*/Na" em plantas de
arroz submetidas a tratamentos de salinidade e CO; elevado. As barras representam valores
médios de trés repeti¢des + desvio padrao. Letras maitusculas comparam os tratamentos de CO-
dentro de cada nivel de salinidade; letras minusculas comparam os niveis de salinidade dentro
de cada condigdo de CO-, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No tecido foliar, a concentracdo de Na* dentro do nivel salino, foi de 438,69 ¢ 318,18
umol g! DW, em plantas cultivadas na concentragdo ambiente e elevada, respectivamente. De
modo geral, para sddio e cloreto, a exposi¢ao prévia ao CO; elevado reduziu significativamente

o acumulo desses ions em todos os compartimentos da planta. A fertilizacdo com CO: elevado
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nos estagios iniciais de desenvolvimento também resultou em melhor distribuicdo do teor de
potassio (K*) nos tecidos foliares. Para a razdo potassio/sddio (K*/Na‘), observa-se que a
aclimatacdo das plantas sob atmosfera enriquecida com CO: resultou em uma distribui¢do

equilibrada ao longo dos compartimentos da planta.

3.7 Quantificacao do teor de carboidratos

O conteudo de -carboidratos foi significativamente aumentado em todos os
compartimentos da planta, por ocasido da fertilizacdo com CO» elevado. Na concentragdo
ambiente, a salinidade aumentou ligeiramente a concentragdo de carboidratos na raiz das
plantas. Em contrapartida, plantas expostas previamente ao CO. elevado reduziram a
concentragdo de carboidrato em todos os compartimentos avaliados. De modo geral, a maior

translocagdo de carboidratos foi para as folhas.

Tabela 6 Contetdo de carboidratos em folhas, perfilhos e raizes de plantas de arroz submetidas
a tratamentos de salinidade e CO> elevado. As barras representam valores médios de trés
repeti¢coes + desvio padrao.

Tratamentos NaCl Contetdo de carboidratos (umol. g ')
(mM) Folha Perfilho Raiz
400 0 313,39 Ba 127,29 Ba 170,34 Ba
80 275,98 Ba 126,58 Aa 185,87 Aa
200 0 477,62 Aa 228,69 Aa 235,75 Aa
80 393,62 Ab 138,58 Ab 204,69 Ab
oV (%) 734 10,18 8,79
1 (COY 0,00 5377 0,00006
» (sal) 0,0002 8 44c -6 034
 (COx sal) 0,087 1,04e-5 0,008

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras maitsculas comparam os tratamentos de CO- dentro de cada nivel de

salinidade; letras minusculas comparam os niveis de salinidade dentro de cada condicao de
CO..

4. Discussoes

4.1 Fertilizaciao prévia com CO: elevado mitiga o estresse salino e induz memoria

fisiologica com melhorias nos parametros fotossintéticos e fotoquimicos

A exposicao de plantas de arroz ao CO: elevado (800 ppm) durante os primeiros 40 dias
apods a semeadura resultou em aumento da taxa fotossintética (A), isso ocorre devido a atividade

da Rubisco em plantas C3 ndo esta saturada na concentragdo de CO> atual (Zhang et al., 2022).
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No entanto, os resultados apontam que apds cessar a fertilizacdo, mesmo ap6s 40 dias sob
condi¢des de CO: ambiente, os efeitos benéficos se mantiveram, o que corrobora com a hipotese
de que houve manutencao de memoria fisioldgica. Estes efeitos benéficos ocorreram mesmo
sob estresse salino, durante e ap6s o fornecimento, devido a maior disponibilidade de substrato
no sitio ativo da enzima Rubisco (Nunes Pires ef al., 2024). Assim, os dados sugerem que a
fertilizagdo com CO: elevado, apenas nas fases iniciais, induziu respostas fisioldgicas
persistentes, o que pode ser interpretado como memoria fisioldgica ou efeito priming (Rossato

et al.,2020).

Tanto a salinidade quanto a fertilizacdo com CO- reduziram a condutancia estomatica
(gs), resposta coerente com a literatura (Wang et al., 2020; Hu et al., 2022), que mostra que
tanto o estresse salino quanto o aumento de CO: induzem fechamento estomatico. Seja pela
protecdo ao aparato fotossintético (Yang et al., 2020) ou pela reducdo da necessidade de
abertura estomatica ¢ do numero de estomatos por area foliar gerado pela elevagcdo do CO
(Engenheiro et al., 2016). Em concordancia com a reducdo na gs, a eficiéncia intrinseca de uso
de 4gua foi evidentemente superior em tratamentos que combinam a exposicao prévia ao CO;

elevado e salinidade.

A fertilizagdo com CO: elevado aumentou consideravelmente a concentracdo de CO»
no mesofilo foliar, mesmo sob condi¢des de salinidade, o que revela os efeitos migratorios do
CO», assim como evidenciado por Brito et al., (2020) e Lv et al., (2020). Aos 80 DAS, os efeitos
da exposi¢do prévia ao CO; elevado, frente as crescentes concentracdes de DFFF impostas,
permaneceram de forma mais evidente em plantas sem estresse salino. Frente ao aumento da
concentragdo de CO», os tratamentos que ndo foram previamente expostos a fertilizagdo com
CO; elevado possuem menor capacidade de assimilacdo, além disso, plantas adaptadas ao CO
elevado, em fungdo das restrigdes estomaticas (Lima et al., 2020), limitaram essa entrada,

mesmo com alta oferta externa instantanea.

Plantas expostas a salinidade tiveram maior dissipacao de energia, todavia, esse efeito
foi mitigado pelo CO» elevado, especialmente aos 8ODAS, o que evidencia a permanéncia de
memoria fisioldgica. Efeitos mitigatdrios do CO; elevado em detrimento dos danos deletérios
causados pela salinidade também foram observados por Maia Junior ef al., (2022). As curvas
de indu¢dao mostram que houve aumento na fracao dos centros de reagdao do PSII abertos e isso
gerou melhorias no direcionamento da energia, tendo em vista o aumento da eficiéncia do

transporte de elétrons no fotossistema II (PSII).
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O aumento no qP e AF/Fm’, mesmo sob condi¢des de salinidade indica que a elevagdo
do CO; atmosferico aumenta a producao de energia e permite que o metabolismo fotossintético
funcione de forma muito mais eficiente. O que implica dizer que a fertilizagao com CO» reduziu
a pressdo sobre o aparato fotoquimico e fotossintético da planta nessas condi¢des. A
permanéncia dos efeitos benéficos mesmo apos a interrupgao da fertilizacao reforga a hipotese
de que o estimulo prévio induz uma memoria fisiologica, permitindo sua utilizacdo em fases

fenologicas posteriores, como evidenciado por Hu et al., (2022).

A fertilizacdo com CO; elevado aumentou a taxa méaxima de carboxilagdo da Rubisco,
concordando com estudos anteriores com plantas de arroz (Wang et al., (2020); Ruiz-Vera et
al., (2015)). Em contrapartida, houve uma reducdo na Vcmax aos 80DAS. Dentro dos
tratamentos previamente expostos ao CO; elevado, a associacdo com salinidade elevou a
Vcemax, em detrimento ao efeito isolado da fertilizagdo prévia com CO: elevado. Estes
resultados corroboram com os achados por Wang et al., (2020), que ao avaliar plantas de arroz
sob CO; elevado, concluiram que quando associado a elevagdo do CO; atmosférico a um fator
estressante como a temperatura sao observadas melhorias na taxa maxima de carboxilagao de

Rubisco em detrimento da fertilizagdo com CO; elevado de forma isolada.

A assimilagdo maxima de CO: sob saturagdo de luz (Amax) foi aumentada pela
fertilizagdo com o CO> elevado, apenas aos 40 DAS, isso pois, durante a exposicao a atmosfera
elevada houve maior alivio no processo fotorrespiratorio (Wang et al., 2020). O aumento da
assimilacdo maxima de plantas em atmosfera ambiente aos 8ODAS pode ser atribuido a saida
da camara de crescimento, ambiente com pouca luminosidade. Todavia, a exposi¢do ao CO;
elevado j4 compensava parcialmente a caréncia em luminosidade. Aos 80 DAS, as plantas
previamente expostas ao CO» elevado podem ter mantido uma memoria de ajuste fisiologico a
oferta de CO», ou ainda, de aclimatagdo fotossintética. A fertilizagdo temporaria com CO>
elevado mitigou os efeitos deletérios da salinidade e aumentou a Jmax durante e apos a
exposi¢do, isso indica permanéncia no aumento da funcionalidade eficiente da cadeia de
transporte de elétrons e da regeneracao da rubisco (Yuan et al., 2021), um indicativo robusto

de memoria fisioldgica.

4.2 A fertilizacdo prévia com CO: elevou o acumulo de matéria seca e reduziu a

necessidade de ativacao do sistema antioxidante até o final do ciclo de desenvolvimento

A fertilizagdo com CO; elevado durante os primeiros estagios de desenvolvimento

aumentou o acumulo de matéria seca na parte aérea e raizes, mesmo sob estresse salino,
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concordando com os efeitos mitigatorios ja evidenciados anteriormente (Hu et al., 2022; Wang
et al.,2020; Paul et al., 2023; Hadia et al., 2023). Todavia, estudos anteriores relatavam efeitos
compensatorios da exposi¢do continua ao CO> elevado, nossos resultados evidenciam que a
fertilizagdo prévia elevou a acumulacao de matéria seca ao final do ciclo de desenvolvimento,
tal qual os efeitos permanentes da aplicacdo de peroxido de hidrogénio no aumento da

resisténcia a salinidade em plantas de trigo (Liu ef al., 2020).

A maior concentragao de proteinas soltiveis nas plantas sob CO: elevado, especialmente
diante de estresse salino reforca a ideia de efeito residual positivo da exposicao inicial ao
enriquecimento com CO». O aumento na atividade antioxidante ¢ observado pela superdxido
dismutase, assim como evidenciado por Dorneles et al., (2020). Em contrapartida a redugdo na
ascorbato peroxidase e catalase evidenciam a menor geragdo de peroxido de hidrogénio sob
enriquecimento de CO.. O estresse salino aumentou a producdo de EROS o que ativou a via
antioxidante, aumentando a producdo dos componentes enzimaticos CAT e APX, assim como
evidenciado por Kumar et al., (2017). Entretanto, o CO; elevado mitigou os efeitos deletérios
do estresse salino e reduziu a ativagdo enzimatica, concordando com resultados anteriores
(Brito et al., 2020; Lv et al., 2020; Perez-Lopes et al., 2009). Isso ocorre, pois, a fertilizagdo
com CO elevado aumenta a pressao parcial de CO2 no cloroplasto e diminui a pressdo parcial
de O», e 0 oxigénio como aceitador de elétrons tem menos chance de formar ROS (Wang et al.,

2024).

Os niveis de peroxidacdo lipidica, indicados pelo contetido de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico, diante de estresse salino, foram significativamente reduzidos pelo CO;
elevado. Curiosamente, sem a presenca do estresse salino, plantas previamente expostas ao CO>
elevado, apresentaram niveis de TBARS levemente superior. Esse comportamento ocorreu em
concordancia com algumas enzimas do sistema antioxidante, como a CAT e a SOD, o que
sugere que o CO,, embora evidentemente benéfico pode induzir um leve estresse oxidativo e
seus efeitos mitigatorios de danos oxidativos sdo mais evidentes quando associado a um fator
estressante. Resultados semelhantes foram encontrados por Dwivedi et al., (2022), que afirmam
que o efeito do CO; elevado e da temperatura foi maior nos genotipos de arroz quando o

tratamento foi administrado em combinacao.

A distribuicao uniforme do teor de amonio entre os compartimentos da planta, indica
estabilidade no metabolismo do nitrogénio. Plantas previamente fertilizadas com CO: elevado

e sem a presenca de salinidade, apresentaram aumento evidente na concentracdo de amonio nos
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perfilhos, sugerindo maior assimilacdo de nitrogénio. Em contrapartida, o estresse salino
limitou parcialmente essa resposta, isso pode ter ocorrido pois a salinidade pode tornar as vias
aerobicas no solo menos eficientes (Li ef al., 2024). Além disso, em solos dos arrozais, o CO>
elevado pode favorecer um grupo incomum de anaerdbios autotréficos responsaveis pela

volatiliza¢do de N> devido a oxidagdo de amoénio (Xu et al., 2020).

4.3 A exposicio prévia ao CO:2 elevado ativa mecanismos de memoria que melhoram a

regulacio ionica e o acimulo de carboidratos

A exposicao inicial ao CO: elevado reduziu a concentragdo de potéssio no perfilho e
raiz, isso pode ser atribuido a maior biomassa de perfilhos. Em plantas sob estresse salino,
fertilizadas previamente com CO; elevado, o acimulo de sddio nas raizes ndo inibiu o acimulo
de potassio, o efeito oposto ocorreu em plantas cultivadas sob atmosfera ambiente. Esse
comportamento sugere que o CO; elevado induziu a uma estratégia eficiente para limitar o
transporte de ions toxicos aos tecidos fotossintéticos, assim como observado por Bassiouni et
al., (2024). O aumento da razao Potdssio/Sédio em plantas de arroz ¢ um eficiente indicativo
de aumento da tolerancia a salinidade (Chen ef al., 2022). Estes resultados apontam o potencial
efeito do CO; elevado em ativar mecanismos de tolerancia ao sal via regulacdo idnica
(Bassiounti et al., 2024; Souza et al., 2019; Brito et al., 2020; Lv et al., 2020), o que pode ser

uma importante manifestagdo da memoria fisioldgica observada.

A exposicao prévia ao CO; elevado aumentou a concentragao de carboidratos em todos
os compartimentos da planta com e sem a presenca de salinidade, assim como evidenciado por
Gao et al., (2024). A maior translocacdo foi para as folhas indicando que a principal fonte de
assimilados foi mantida nos tecidos fotossintéticos. Contudo, o CO- elevado na auséncia de
salinidade resultou na maior concentragdo geral, assim, sem o custo adicional do estresse salino,
os produtos da fotossintese foram acumulados mais eficientemente. Esses resultados
concordam com os dados observados na fotossintese liquida, assim como indicado por Cérdoba
etal.,(2017) e Fan et al., (2020). Esses dados, somados aos demais, sugerem, que a fertilizagao
apenas nos periodos iniciais induziu memoria positiva, mantendo niveis mais altos de energia
e reservas ao longo do ciclo, mesmo sob salinidade.

Conclusoes

e A fertilizagdo com CO: elevado (800 ppm) na fase inicial do desenvolvimento de plantas
de arroz (até 40 dias apds o semeio) promove beneficios fisiologicos duradouros,

verificados no final do ciclo das plantas.
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e Dentre os principais marcadores de tolerancia ao sal ativados pelo CO2 e mantidos até
o final do ciclo estdo o menor teor de Na“ ¢ Cl" e melhor relagio K*/Na" foliares
(indicadores de homeostase i6nica), associado a estimulos da fotossintese (A) e da
eficiéncia fotoquimica, mesmo sob salinidade. Esses efeitos da eCO; ao final do ciclo
foram associados a menores danos oxidativos (teor de TBARS) e aparente
fotorrespiragdo (teor de NHy4"), decorrente da maior eficiéncia de uso de agua (Razdo
A/gs). Esses efeitos resultam na manutencao de uma maior sintese de carboidratos e
crescimento ao final do ciclo do arroz.

e Em conjunto, constata-se que a ativagdo de mecanismos celulares em resposta ao CO»
na fase de germinagao/crescimento inicial pode ser mantida, em parte, ao longo do ciclo
da planta e com efeitos benéficos inclusive sob condi¢des de salinidade.

e Esse estudo revela o potencial da indugao de concentragdes de CO» elevadas como um
atenuador do estresse salino em plantas de arroz quando aplicado apenas na fase de
produgdo das mudas, a serem implantadas no campo.
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