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Resumo

Nesta tese foram avaliados alguns dos efeitos do aumento do CO, atmosférico e da
temperatura em espécies de interesse agricola e suas interagdes. A tese foi estruturada
em quatro capitulos: no capitulo I é apresentado 0 cenario atual de mudangas climéticas
e como vem sendo realizadas as pesquisas sobre este tema no Brasil. O capitulo |1 avalia
o impacto do aumento do CO, e da temperatura nas interagdes biologicas de soja
Glycine max (L.) Merr. No capitulo Il foi estudado o efeito do aumento do CO, e
temperatura previsto para 2100 na tolerancia do fotossistema Il de plantas de soja ao
choque térmico agudo in vitro. E no capitulo IV sdo avaliadas as respostas fisiol dgicas
ao déficit hidrico induzido e chogue térmico agudo in vitro em duas espécies de plantas
C4 (milho e milheto) cultivadas sob elevada concentracéo de CO, e temperatura. Os
resultados destes estudos indicam que cada espécie responde diferentemente ao aumento
do CO, atmosférico e da temperatura. A soja apresentou diferencas na qualidade
nutricional de folhas cultivadas sob aumento do CO, e temperatura, e isso afetou as
interacbes com fungos endofiticos e a lagarta Spodoptera frugiperda. Porém, as
alteracdes climéticas estudadas diminuiram atermotoleréncia do fotossistema Il da soja,
0 que resultou na reducéo da temperatura de queda de 50% do rendimento quantico
maximo. Entretanto, a elevacdo da concentracdo de CO, atmosférico e da temperatura
melhoraram a tolerancia celular ao deficit hidrico e ap choque térmico agudo das
espécies com metabolismo C4. O milho se beneficiou mais da elevada concentragdo de
CO,, enquanto o milheto, da elevada temperatura. Estes resultados poderéo somar aos
conhecimentos sobre os efeitos destes fatores de mudangas climaticas em espécies

agricolas, além de auxiliar na tomada de decisdes para propor agdes mitigadoras.
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Abstract

This thesis evaluated some of the effects of increased atmospheric CO, and temperature
on selected agricultural species and their interactions. The thesis was structured into
four chapters: Chapter | presents the current scenario of climate change and how the

research on this topic in Brazil has been done; Chapter 11 assesses the impact of
increased CO, and temperature on soybean Glycine max (L.) Merr biological

interactions; Chapter 111 studies the effect of increased CO, and temperature predicted
for the year 2100, on the photosystem 11 tolerance of soybean plants to acute heat shock
in vitro; Chapter IV evaluates the physiological responses to drought and acute heat

shock induced in vitro in two C4 plants species (maize and millet) grown under
increased CO, concentration and temperature. The results of these studies indicate that

each species respond differently to an increase of atmospheric CO, and temperature.
Soybean showed differences in the nutritional quality of leaves grown under increased
CO, and temperature, and it affected interactions with endophytic fungi and the
caterpillar Spodoptera frugiperda. However, the studied climatic change decreased the
thermotolerance of photosystem Il soybean, resulting in the reduction of the temperature
of 50% of the maximum quantum yield. However, the increase in atmospheric CO,
concentration and temperature improved cell tolerance to water deficit and acute
therma shock of C4 metabolism species. Corn benefited most from the high CO,
concentration, while millet, high temperature. These results will add to the knowledge
about the effects of these climate change factors in agricultural species, and assist in
decision making to propose mitigating actions.
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Introducéo Geral

A concentracdo de CO, atmosférico tem aumentando gradativamente nos
altimos tempos (IPCC 2007, 2013, 2014) e € amplamente aceito que as principais
causas deste aumento estdo associadas as emissfes decorrentes da queima de
combustiveis fosseis e mudanca do uso dos solos (Souza et al., 2008). O Painel
Intergovernamental de Mudangas Climéticas (IPCC) estima que até o fim do século
XX as ateragdes climéticas globais, causadas pelo constante emissao de gases de efeito
estufa, levardo a um aumento da concentracdo do CO, atmosférico para mais de 800
pmol/mol™. E, associado a0 aumento do CO, espera-se que ocorram variagdes na
temperatura, para a qual as previsdes sdo de aumento entre 1,8 e 5°C em agumas

regides do globo neste mesmo periodo (IPCC 2013).

Os efeitos biologicos das mudancas climéticas globais decorrentes do aumento
do CO, atmosférico estdo entre as grandes preocupacdes atuais (Coviella & Trumble
1999). Apesar do crescente niUmero de estudos sobre mudancas climéticas, ainda néo se
tem claro como as espécies vegetais responderdo ao aumento da temperatura e aos
periodos mais extensos de estiagem somados a estas ondas de calor (IPCC, 2013). Nas
plantas, a intensidade destas mudancas podera causar estresse, ateracGes no
crescimento e na composicdo nutricional, bem como nas relagbes mutualisticas e
antagonisticas com diversos organismos (Chapin Ill et a., 2000). Desta forma, o
aumento do CO, atmosférico e da temperatura podem gerar impactos substanciais na
estrutura dos ecossistemas e na dindmica de interaces (Brosi et al., 2010; Cornelissen,

2011).

Varios estudos ja readlizados com plantas indicaram que o enrigquecimento do

CO, atmosférico tem efeito direto nas taxas de fotossintese, propiciando um aumento na
15
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assimilassdo de carbono que, consequentemente, leva a um aumento do crescimento, da
biomassa, da proporcdo de C:N e gera ateragdes nas concentragdes dos metabdlitos
secundérios (como o terpeno e taninos) das folhas (Ceulemans & Mousseau, 1994;
Curtis & Wang, 1998; Pefiuelas & Estiarte, 1998; Norby et a., 1999; DelLucia et dl.,
2005; Cornélissen, 2011). A elevagdo da temperatura, por sua vez, pode acelerar o
metabolismo vegeta e potencializar os efeitos gerados pelo aumento do CO, em plantas
cultivadas (Cowling & Sage,1998; Ziska, 1998; Hakala, 1998; Newman et al., 2003).
Estas modificagdes observadas na planta hospedeira ateram a ocorréncia e o
desenvolvimento de outros organismos, como 0s microrganismos endofiticos, que
habitam assintomaticamente o interior de seus tecidos (Petrini, 1991; Schulz & Boyle,
2006), e também interferem no consumo por herbivoros (Veteli, 2003). Estudos
recentes especificam que a mudancga do clima até o fina deste século tera um efeito
deletério sobre o rendimento das colheitas e/ou seus lucros (Deschenes & Greenstone,

2012; Meddlli'n-Azuaraet a., 2011).

O sucesso da agricultura depende diretamente das condicdes climéticas. Desta
forma, qualquer ateracdo no clima pode afetar ndo so a produtividade das culturas, mas
também todo zoneamento agricola. Estudos indicam que o setor produtivo da
agricultura brasileira perdera muito com o aumento da temperatura. As principais
plantagdes brasileiras, e de outros paises tropicais, serdo afetadas principalmente através
da reducdo das &reas cultivaveis (Pinto et a., 2008). Estima-se que pode ocorrer uma
reducdo entre 23 e 92% da producdo, e dentre as culturas afetadas estdo o milho, o
feijdo e o arroz (Pinto et. a. 2008), as quais sd0 a base da alimentar da populagéo
brasileira.  Modelos utilizados por Streck & Alberto (2006), levando em conta as

mudangas climéticas para os proximos 100 anos no Estado do Rio Grande do Sul,
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verificaram que o aumento da temperatura tende a acelerar o crescimento, com periodos
vegetativos mais curtos, causando mudancas na duragdo do periodo reprodutivo e
enchimento de gréos, prejudicando assim o potencia produtivo (Siqueira et a., 2001).
Outras pesguisas avaliaram o efeito das mudancas climaticas em diferentes cultivos no
Brasil, indicando alteractes na épocaidea de cultivo de batata (Fagundes et al., 2010) e
reducéo da produtividade em milho (Silvaet a., 2012). Levando em consideragéo o fato
de que o Brasil é um pais essencialmente agricola e a importancia deste setor para a
economia nacional, torna-se fundamental a andise e estudo de fatores que possam

interferir no seu desempenho (Zullo et al., 2006).

Assim, para gque os problemas derivados das atuais mudangas climaticas globais
possam ser minimizados, é indispensdvel a avaliacdo do atual funcionamento dos
sistemas manejados e naturais. As areas ocupadas por sistemas manejados representam
uma grande parcela do territorio brasileiro, principamente no Cerrado (Branddo et al.,
2006), e a fronteira agricola expande-se para novas areas naturais. Desta forma, é
impreterivel o desenvolvimento de um conhecimento que sirva de referéncia tanto para

garantir a producdo dessas culturas quanto para conservacdo do meio ambiente.

Talvez um dos maiores desafios deste século ser& compreender como e quanto
as espécies irdo tolerar e interagir entre si sob os efeitos das mudancas climaticas
globais. E, através dessa compreensdo, avaliar como contornar 0 impacto nos
ecossistemas, na producdo de alimentos, na economia e na humanidade como um todo.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi estudar os efeitos do aumento da
concentracdo de CO, atmosférico e da elevacdo da temperatura em plantas e em suas

interacOes biologicas. Para conhecer os possivels efeitos em ambientes manejados,
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foram escol hidas trés espécies agricolas amplamente cultivadas e de grande importancia

econdmica para o pais: soja, milho e milheto.

A soja, destaca-se como a principal cultura mundia com previsdo de area
plantada de 33,4 milhGes de hectares e producdo de 1.764 milhGes de sacas na safra
2015/2016 (USDA, 2015). Segundo o relatério “USDA Baseline Trade Projections” do
Departamento de Agricultura norte-americano (USDA) (Westcott 2012), o Brasil serd o
maior exportador de soja do mundo na préxima década. Para o0 milho, nas Ultimas
safras, 0 Brasil tem se destacado como terceiro maior exportador mundia (Duarte et al.
2011). Ja o cultivo do milheto exerce um papel de extrema importancia no agronegdcio
nacional, devido a sua ampla utilizagdo em varios fins, sgja na producdo de gréos para
pecuéria, como forrageira, na cobertura para o plantio direto, no cultivo entre safras, na
fabricacdo de farinha para 0 consumo humano, ou como biocombustivel (Garcia &
Duarte, 2011). O incremento da producdo mundial destas commodities na Ultima década
deve-se em grande parte ao aumento da 4rea plantada e avanco da fronteira agricola
sobre ambientes naturais (D’Avila, 2006). E isso promove mudangas no uso do solo,
fator esse que esta diretamente ligado as ateracdes climéticas (IPCC, 2014). Assim,
considerando a relevancia destas espécies para economia do pais, se torna
imprescindivel conhecer os possiveis impactos, sobre elas, do aumento de CO; e da

temperatura previstos para as proximas décadas.

Esta tese est4 dividida em quatro capitulos, apresentados em formato de artigos. Os
capitulos | ja aceito, esta formatado nas normas da revista Ciéncia Hoje onde sera
publicado. O capitulo Il segue as normas revista Lundiana International Journal of

Biodiversity, apenas para efeito de formatagdo. Os capitulos III e IV seguem a
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formatagdo das revistas as quais serdo submetidos, Photosynthetica: International

Journal for Photosynthesis Research e Climatic Change, respectivamente.

Estruturacdo da Tese em capitul og/artigos:

Capitulo | — Simulagdes do mundo futuro: respostas das espécies as mudancas

climéticas

Capitulo Il — Efeito do aumento do CO, e da temperatura nas interagdes biolégicas de

soja Glycine max (L.) Merr.

Capitulo Il — Efeitos sinérgicos do aumento de CO, e das ondas de calor sobre

termotol erancia fotossintética de soja em um cenério de mudancas climaticas

Capitulo IV — Impacts of elevated CO, and temperature on tolerance to water deficit and

acute heat shock in two C4 species of agricultural interest
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Simulagdes do mundo futuro: respostas das espécies as mudancas climaticas”
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financiou as pesquisas desta tese (CNPq 479485/2012-7).
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Simulagdes do mundo futuro: respostas das espécies as mudancas climaticas

E consenso no meio cientifico que o aumento de gases de efeito estufa na atmosfera tém
causado alteragBes climéticas em varias partes do planeta, 0 que esta resultando em
impactos diversos em espécies e ecossistemas. Pesquisadores de renomadas
universidades e centros de pesguisas estédo investigando como 0s seres Vivos irdo
responder ao aumento da concentracdo atmosférica de didxido de carbono (CO,) e a

elevacao da temperatura na Terra.

Recentemente, lideres politicos e cientistas de varios paises reuniram-se em
Paris na 212 Conferéncia do Clima (COP-21) para debater sobre as condicdes climéticas
atuais e definir um novo acordo internacional sobre o clima. O Acordo de Paris
(disponivel online em inglés._http://unfccc.int/resource/docs/2015/cop21/eng/I09.pdf)

foi assinado por 195 paises que se comprometeram a investir em tecnologias limpas e
reduzir as emissdes de gases de efeito estufa para manter o aquecimento global abaixo
de 2°C. A concentracéo de gases de efeito estufa na atmosfera tem aumentando cada vez
mais nas Ultimas décadas. Desde o inicio da Revolucdo Industrial em 1750, a
concentracdo de CO, na atmosfera aumentou mais de 30%, ao passar de 280 para cerca
de 400 ppm (partes por milh&o) nos dias atuais. A taxa de aumento também se acelerou
desde que comecaram a acompanha-las continuamente em 1958, passando de 0,7 ppm
a0 ano nagquela época para uma média de 2,2 ppm ao ano nas Ultimas décadas. Segundo
o Painel Intergovernamental Sobre Mudancas do Clima (IPCC, na sigla em inglés), até
o fim do século XXI a concentracdo de CO, pode chegar ao dobro da atual, atingindo

aproximadamente 800 ppm.

As principais causas deste aumento alarmante estdo associadas as emissdes
decorrentes da queima de combustiveis fésseis e as mudancgas no uso do solo, como a
transformacao de florestas em &rea agricolas ou urbanas. Uma consequéncia do aumento
da concentracdo destes gases na atmosfera € a elevacéo da temperatura em até 5°C em
algumas regides até o final deste século. O Painel Brasleiro de Mudancas
Climaticas, 6rgdo nacionad que avaia informacdes cientificas sobre os aspectos
relevantes das mudangas climéticas no Brasil, ressalta que é esperado um aumento da
temperatura de até 6°C na regido amazonica, além da diminui¢do do volume de chuvas
em 45% no mesmo periodo. Estas alteragbes climaticas podem trazer diversas e
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catastroficas consequéncias, como ondas de calor, estiagens ou chuvas concentradas em
determinados periodos. Estes fatores afetardo a biodiversidade, as interagdes entre
espécies, a estrutura dos ecossistemas e a prestacdo de servigos ambientais resultando

em grandes e talvez irreversivels impactos a vida na terra.
Pesquisas em desenvolvimento

Buscando entender o que ocorrerd com as espécies expostas as mudancas
climéticas, diversos grupos de pesquisa no mundo tém voltado seus estudos a simulacéo
de ambientes com as condi¢fes previstas para o planeta até o ano de 2100. Destacam-se
0s experimentos em Camaras de Topo Aberto (CTA; Figura 1A), geramente instaladas
em casas de vegetacdo e os sistemas de Enriguecimento de CO, ao Ar Livre (FACE, na
sigla em inglés, Figura 1B). As CTAs geramente sdo usadas para experimentos mais
restritos. Ja os sistemas FACE, de custo bem mais elevado, tém a vantagem de poderem
ser instalados em ambientes abertos ou naturais, possibilitando avaiar os efeitos no
ecossistema como um todo. Em ambos os casos, as condi¢cbes climaticas sdo
controladas por sensores que regulam a concentracdo de CO; (cujo gés é fornecido por
cilindros) e, em alguns casos, também regulam o aumento da temperatura (+3°C em
relacdo a ambiente, por exemplo). Um computador interligado a estes sistemas

armazena continuamente dados como concentragéo de CO,, temperatura e umidade.

Estudos amplos em ambientes naturais ainda esbarram no elevado custo de
instalacd e manutencdo do sistema FACE. O Unico experimento em floresta nativa
encontra-se em andamento na Australia (EucFACE). Desde 2012, diversos estudos vém
sendo realizados sobre a atuacdo dos microrganismos do solo até a fisiologia dos
eucaliptos nativos, na tentativa de desvendar o que ira acontecer naguele ecossistema
caso as previsdes do IPCC se concretizem. Felizmente, outros dois grandes projetos de
FACE em florestas nativas estdo previstos ainda para 2016: um no Reino Unido e outro
na Amazonia brasileira. O Amazon-FACE ira propiciar uma série de descobertas
importantes, ja que as reais consequéncias do aumento da concentragdo de CO, para
organismos de florestas tropicais s80 ainda desconhecidas, e pelo fato de a Amazénia
ser um dos ambientes mais ricos em espécies e de grande importancia na manutencdo do
clima global. Todavia, cabe relatar que os efeitos das mudangas climéticas ndo sdo

lineares e conhecimentos obtidos em um ambiente tropical ndo ser@o necessariamente
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0S Mesmos em outros ambientes tropicais onde as espécies sao diferentes e organizadas
de maneiras diferentes. Por exemplo, embora as espécies de plantas possam apresentar
resposta similares a0 aumento do CO, e temperatura (por exemplo, atas taxas de
crescimento), o resultado em um dado ecossistema pode ser o dominio da comunidade
por uma espécie com capacidade invasora e assim resultar em grandes problemas no
funcionamento do ecossistema e até extingdo de espécies e perda da biodiversidade e
Servigos ecossi stémicos.

Embora estudos em diversas partes do globo tenham mostrado que os efeitos do
aumento do CO, variam muito entre as espécies de plantas, de um modo geral, ocorre
aumento da biomassa (por exemplo, o nimero de ramos e folhas € maior) geramente
em funcéo do incremento na fotossintese. Porém, a maior disponibilidade de &omos de
carbono (C) faz com gque a maioria das plantas acumulem mais carboidratos em suas
folhas, reduzindo a proporcéo de proteinas, pela dilui¢do do nitrogénio (N). A melhora
na eficiéncia do uso de &gua é uma resposta comum a praticamente todas as plantas que
crescem sob aumento de CO,. A produtividade de algumas plantas também podera
aumentar com o aumento do CO,. Mas se estas plantas sofrerem estresse por aumento
de temperatura (com ou sem déficit hidrico) em determinas fases do desenvolvimento, o
resultado pode ser devastador, comprometendo totalmente as colheitas. Este € um dos
aspectos mais preocupantes dentro do contexto de mudancas climaticas por afetar
diretamente a disponibilidade de alimentos e a seguranca alimentar da humanidade.
Além deste derta dado por cientistas e suas pesquisas, 0s lideres mundiais assinaram o

Acordo de Paris temendo que isso possa gerar uma crise econdémica mundial.
Resultados obtidos em pesquisas brasileiras

Pesquisadores de algumas universidades e centros de pesquisa brasileiros vém
realizando experimentos em CTA e estruturas de mini-FACE (0 mesmo principio de
FACE, em configuragbes menores) a fim de conhecer os efeitos das mudancas
climéticas em espécies nativas, invasoras e cultivadas de interesse econdmico. Dentre os
aspectos mals importantes a serem compreendidos estdo as alteracbes no
desenvolvimento e na fotossintese das plantas, e a consequéncia disso para as espécies

gue interagem com elas.

Estudos realizados com duas espécies nativas, o jatoba da mata (Hymenaea
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courbaril — da floresta Amazonica) e uma espécie de bambu (Aulonemia aristulata — da
mata atlantica) mostraram que ambas apresentam taxas mais atas de fotossintese e
maior crescimento com o aumento do CO,, enquanto 0 bambu aumentou a toleréncia a
seca. Com as mudangas climaticas, 0 estabelecimento destas espécies pode ser mais
rapido em seu ambiente natural, podendo também servir como um mecanismo eficiente
de sequestro de carbono pela floresta. Porém, o desenvolvimento rdpido do bambu
poderia atrapalhar o crescimento de outras &rvores que ocorrem na mesma area,

alterando a composicao do ecossi stema.

Em relacdo as plantas nativas do Cerrado, experimentos com duas espécies da
familia das margaridas (Viguiera discolor e Vernonia herbacea), mostram que elas
crescem mais quando a concentragcdo de CO, aumenta. Além disso, estas espécies sdo
conhecidas por acumular frutanos, que s80 compostos quimicos naturais de protecdo
contra a seca e outros estresses. O aumento do CO, atmosférico aumentou a producéo e
armazenamento de frutanos nessas espécies, indicando que elas poderdo enfrentar

melhor a seca numa atmosfera com mais CO..

Entre as plantas cultivadas, a cana-de-ag¢Ucar (Saccharum officinarum) aumentou
Seu crescimento com o0 aumento do CO,. Além disso, apresentou aumento no teor de
sacarose (composto usada para a fabricacdo de aglcar e dcool) e reduziu o teor de
lignina (composto que confere resisténcia e dureza as células das plantas), sugerindo
potencial das células para expansdo e acumulacdo de mais agUcares. Tudo isso poderia

aumentar a produtividade da canaem um cenério de mudangas climaticas.

Um experimento com o famoso feijao carioca (Phaseolus vulgaris) que avaliou
os efeitos do aumento de CO, e da seca verificou que o CO, auxiliou melhorando a
eficiéncia do uso da &gua, as plantas tiveram maior crescimento, mas nao tiveram
aumento na produtividade. Outro estudo sobre uma doenca do feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) conhecida como oidio (Oidium sp.) mostrou que o CO, teve efeito
positivo, diminuindo a severidade da doenca. Nas plantas mantidas em ambiente com
aumento de CO, a severidade da doenca foi de aproximadamente 33% enquanto que nas
plantas sem aumento foi de 71%. Em outros paises também existem muitos estudos
como estes, com Varias espécies e suas doencgas, onde os resultados mostram gque o CO,

pode ter tanto efeitos positivos e negativos, como ser neutro no processo de infeccdo das
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plantas.

Nossa equipe no Laboratério de Ecologia Evolutiva e Biodiversidade da UFMG
também vem desenvolvendo pesquisas em CTA a fim de entender os efeitos das
mudangas climaticas sobre as plantas nativas, invasoras e culturas. Experimentos com
uma espécie nativa do Cerrado e Mata Atlantica conhecida popularmente como alecrim-
do-campo (Baccharis dracunculifolia — Figura 2) avaliaram os efeitos da atmosfera
enriquecida com CO, no desenvolvimento das plantas e na diversidade de fungos
endofiticos — fungos que vivem no interior das plantas e podem trazer diversos
beneficios as mesmas (veja Ciéncia Hoje V.42 N. 252). As plantas cultivadas sob
elevado CO, cresceram mais, apresentando maior comprimento daraiz e atura, nimero
de folhas e biomassa total. Porém, a diversidade de fungos endofiticos diminuiu
drasticamente. Como estes organismos desempenham um papel importante para a
salide das plantas, 0 aumento do CO, poderia tornélas mais suscetiveis ao atague de
inimigos naturais e até comprometer sua adaptacéo ao ambiente.

Outro estudo investigou os efeitos do aumento de CO, e temperatura previsto
para 2100 no potencial de duas espécies exdticas de braguiaria (Urochloa brizantha e
Urochloa decumbens), para invadir paisagens naturais no Cerrado brasileiro, como ja
vem ocorrendo. O aumento do CO, e da temperatura resultou em maiores taxas de
germinacao e maiores chances de estabelecimento no campo. Além disso, uma delas se
tornou mais tolerante a seca e as ondas de calor. Provavelmente estas plantas terdo um
potencial invasor ainda maior frente as futuras alterages climaticas.

Em um experimento com a soja (Glycine max), avaliamos os efeitos do aumento
de CO, e temperatura no desenvolvimento desta cultura e nas suas interacdes com
fungos endofiticos e uma das suas principais pragas, a lagarta Spodoptera frugiperda.
Embora as atas temperaturas possam comprometer o desenvolvimento da cultura por
afetar o processo de fotossintese, 0 aumento do CO, aumentou 0 crescimento das
plantas. Porém, uma analise nutricional das folhas revelou que o contelido de nitrogénio
diminuiu, tornando-as menos nutritivas. 1sso podera interferir na alimentacdo dos
insetos praga que delas se aimentam. Para verificar essa hipoOtese, oferecemos as
lagartas de Spodoptera discos de folhas cultivadas com e sem aumento de CO, e

verificamos que as lagartas consumiram 45% mais folhas cultivadas em CO, elevado
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guando comparadas as cultivadas em ambiente atual. Estas observacOes experimentais
indicam que se medidas paliativas ndo forem tomadas, esta praga podera ter um efeito
ainda mais devastador sobre a cultura no futuro. JA 0 nimero de espécies de fungos
endofiticos diminuiu drasticamente e ateraram-se as espécies presentes em folhas de
soja quando as plantas foram cultivadas sob o aumento de CO, e temperatura
Novamente, estes dados indicam que algumas espécies de fungos ndo conseguem
sobreviver em plantas expostas a estas condi¢des climédticas, o que também pode ter

efeitos dréasticos na performance das espécies.

Cenério futuro

Estudos como estes sdo de grande importancia, pois so de plantas o Brasil tem
em seu territério mais de 55.000 espécies (cerca de 22% da diversidade mundial), além
de biomas bastante distintos em termos de espécies e funcionamento. Estudos sobre os
impactos do aumento de CO, e temperatura realizados apenas em ambientes florestais
ou com grupos especificos de espécies ndo garantirdo que o conhecimento obtido possa
ser aplicado a outras regides de importancia similar como os Cerrados e campos, 0S
quais vém sendo destruidos em taxas até maiores do que a dos ambientes florestais.

A preocupacdo quanto ao futuro do planeta frente as mudancgas climéticas
aumentou o interesse em pesquisas cientificas nesta &rea, mas ainda ha muito a ser feito
para que possamos entender como as espécies irdo se adaptar (ou ndo) ao novo cenario
climético. O estado de alerta € mundia e crescente. A COP-21 marcou um momento
decisivo na histéria, ja que, pela primeira vez, todos os paises envolvidos se
comprometeram a combater a mudanca do clima na terra (incluindo os Estados Unidos,
gue ndo assinou os acordos anteriores), mas a simples assinatura de um acordo ndo
garante que as metas serdo atingidas. Assim, a ampliacdo destes estudos é fundamental
e urgente para que possamos eficientemente nos adaptar e investir na mitigacéo dos
impactos das mudangas climéticas.
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L egendas das Figuras:

Figura 1. Estrutura de uma Camara de Topo Aberto (CTA) para cultivo de plantas sob
condicdes controladas de aumento de CO, e de temperatura com 1,53 m*® (a) e estrutura
de um sistema de Enriquecimento de CO, ao Ar Livre (FACE) com 30 m de aturae 25
m de didmetro em funcionamento em uma floresta nativa de eucaliptos na Austraia (b)

(Fotos: Leandra Bordignon).

Figura 2. Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) na Serra do Cipé em Minas
Gerais (Foto: Geraldo W. Fernandes).
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Figura 1(b)

33



Figura?2
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Capitulo 11

Efeito do aumento do CO, e da temperatura nas inter aces biolbgicas de soja

Glycinemax (L.) Merr. *

*artigo no formato darevista Lundiana International Journal of Biodiversity

35



Efeito do aumento do CO, e da temperatura nas interacfes bioldgicas de soja

Glycinemax (L.) Merr.

Resumo

A elevacdo do CO, atmosférico e o aumento da temperatura poderdo acarretar drésticos
impactos nas relagdes entre herbivoros, plantas e os seus microrganismos simbionticos
associados. O presente estudo avaliou se 0 aumento do CO, e da temperatura, previstos
para 2100, poderia causar ateragcdes na concentracdo de carbono e nitrogénio foliar da
soja e consequentemente na riqueza e composi¢do de fungos endofiticos e no consumo
foliar da soja pela lagarta praga Spodoptera frugiperda. Para avaliar os efeitos do
aumento do CO, e da temperatura, plantas de soja foram cultivadas, desde a
germinagdo, em camaras de topo aberto utilizando quatro tratamentos. O aumento da
concentracdo de CO, atmosférica acarretou a diminui¢do da concentragdo de nitrogénio
(N) e aumento da relacdo C:N foliar da soja, e também a reducdo da riqueza e
abundancia dos fungos endofiticos, bem como aumento no consumo foliar por S.
frugiperda. A elevacdo da temperatura aumentou a concentragdo de nitrogénio, a
riqueza e a abundancia de fungos endofiticos, mas diminuiu o consumo foliar da soja
em condicdes de CO, ambiente, em condi¢cbes de elevada concentracdo de CO,
atmosférico estes efeitos ndo ocorreram. As mudancas na riqueza e composicao de
espécies de fungos endofiticos decorrentes do aumento do CO, e temperatura podem
estar associadas com as mudangas de nitrogénio e C:N foliar. A dilui¢do do (N) nafolha
cultivada em atas concentragcbes de CO, acarretou maior consumo da lagarta S.
frugiperda. As mudancas de CO, atmosférico e temperatura previstas para 2100 podem
fazer com que a soja tenha menor riqueza de microrganismos endofiticos, tornando-se

mais vulnerével a herbivoria.
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Palavras chave: aguecimento global, fungos endofiticos, herbivoria, |epidoptera,

mudangcas climaticas, Spodoptera frugiperda

Introducéo

O aumento do CO, atmosférico e da temperatura acarretam impactos
substanciais na dindmica de interagcbes e na estrutura dos ecossistemas (Bros et al.
2010; Cornelissen, 2011) decorrentes principalmente das mudangas ocorridas no
metabolismo das plantas. Varios estudos indicam que o aumento da concentragcdo de
CO; na atmosfera tem efeito direto nas taxas de fotossintese, propiciando um aumento
na disponibilidade de carbono que consequentemente leva a aumento do crescimento, da
biomassa, da proporcdo de C:N e gera ateragdes nas concentragdes de metabdlitos
secundérios (como o terpeno e taninos) nas plantas (Ceulemans & Mousseau, 1994;
Curtis & Wang, 1998; Pefluelas & Estiarte, 1998; Norby et a., 1999; DelLucia et al.,

2005; Cornelissen, 2011).

Uma série de estudos com soja em CO, elevado (de 450 a 1250 p.p.m) foram
avaliados por Ainswort et al. (2002) em uma metanaise. Eles mostraram que, embora
exista um incremento no crescimento e produtividade, quando o cultivar € plantado sem
a presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio ocorre uma diluigdo das concentragdes

de nitrogénio foliar. A elevagdo da temperatura, por sua vez, pode acelerar o
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metabolismo vegetal e potencializar os efeitos gerados pelo aumento do CO, em plantas
cultivadas (Cowling & Sage,1998; Ziska, 1998; Hakala, 1998; Newman et al., 2001)
desde que ndo exceda sua temperatura 6tima de crescimento (Hamilton et al., 2008).
Estas modificagdes observadas na planta hospedeira ateram a ocorréncia e o
desenvolvimento de microrganismos gque habitam assintomaticamente o interior de seus
tecidos (endofiticos) (Petrini, 1991; Schulz & Boyle, 2006), e 0 consumo por herbivoros

(Veteli, 2003).

E importante destacar que a presenca destes microrganismos endofiticos traz
inlmeras vantagens para as plantas, uma vez que eles podem reduzir o aparecimento de
organismos patogénicos (Clay & Holah, 1999; Arnold et a., 2003), minimizar a
pal atabilidade dos herbivoros (Fernandes et al., 2011), estimular o crescimento da planta
de forma direta promovendo a fixacdo de nitrogénio e producdo de fitohormoénios
(Azevedo, 2000) e muitas vezes até aumentar a resisténcia das plantas hospedeiras a
estresses ambientais como a seca (Richardson et a., 1993; Schardl et a., 2004). Estes
fungos tém ata diversidade nos tropicos e estédo associados diretamente com as
caracteristicas estruturais e quimicas (nutrientes e metabdlitos secundarias) encontradas

nas plantas (Fernandes et al. 2011; Sanchez et al. 2012).

Os fungos endofiticos sao sensiveis as ateractes do ambiente. Algumas espécies
apresentam seu desenvolvimento e metabolismo restrito a determinadas faixas de
temperatura (ver Li et al., 2012) e outras podem deixar de ocorrer devido mudancas
quimicas nas plantas hospedeiras. Desta forma, a elevagdo do CO, atmosférico e da
temperatura, por exemplo, podem reduzir a ocorréncia de fungos endofiticos. Os
estudos de Rilling et a. (1999) verificaram que ocorre reducdo da abundancia e riqueza

de fungos associados as plantas em condi¢Ges de alta concentragdo de CO,. Algo
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semelhante foi encontrado por Oki et a (unpublished data) para uma espécie de planta
nativa do cerrado, (Baccharis dracunculifolia). Os pesquisadores notaram que em
plantas cultivadas sob aumento do CO, (720 pmol mol™) a composicdo de fungos
endofiticos diminuiu em 50% quando comparadas as cultivadas em CO, ambiente.
Além disso, Oki e colaboradores observaram que no tratamento com o dobro da
concentracdo de CO, ndo foram encontradas espécies enfofiticas que possuem potencial
de minimizar a agdo de patdgenos de plantas. Assim, além das alteraces que 0 aumento
do CO, promove nas plantas e na riqueza de endofiticos, outros importantes processos

ecol 6gicos sdo modificados ou perdidos.

Algumas espécies de fungos endofiticos também atenuam os efeitos diretos do
aumento da concentracdo de CO, e das altas temperaturas. Newman et al. (2003), por
exemplo, sugere que a presenca de um fungo endofitico na cultura forrageira Festuca
arundinaceae atera a composicdo quimica da planta hospedeira, aumentando a
quantidade de nitrogénio, e desta maneira minimizando os efeitos negativos observados
pelo aumento do CO, (diluicdo do nitrogénio e aumento da razdo C:N). Outro estudo
verificou que quando sdo introduzidos esporos de fungos endofiticos em cultivares elas
apresentam maior resisténcia as atas temperaturas (Pennisi, 2003). Redman et d.
(2002) observaram, por exemplo, que somente as gramineas com endofiticos

sobreviveram em solos mais quentes (com temperaturas até 65°C).

Estudos sobre o efeito da elevacéo do CO, na diversidade de fungos endofiticos
ainda sdo raros, ndo havendo ainda estudos que considerem o efeito conjunto do
aumento da concentracdo de CO, e da temperatura na ocorréncia destes

microrganismos. 1sso mostra uma falha no conhecimento e a possibilidade de novas e

39



importantes descobertas especialmente para os cultivares de relevancia econdmica,

como a soja (Glycine max (L.) Merrill) (CONAB 2010).

Outra crescente preocupacdo com elevacdo das concentragbes de CO-
atmosférico estq relacionada aos impactos da herbivoria. As folhas de plantas
submetidas a condi¢des de elevada concentragdo do CO, atmosférico apresentam um
aumento da raz& C:N e uma diluicdo da concentraco nitrogénio (Reekie & Bazazz,
1989; Korner & Arnone, 1992; Arnone & Korner, 1995; Poorter et al., 1997; Bezemer
& Jones, 1998; Coley, 1998; Curtis & Wang, 1998; Awmack & Leather, 2002) e para a
maioria dos herbivoros, o nitrogénio € um nutriente essencial a0 desenvolvimento e

fitness (Mattson, 1980; Lincoln et a., 1986; Douglas et al., 2006).

Muitos insetos que se aimentaram de folhas desenvolvidas sob eevadas
concentragdes de CO, apresentaram um aumento da taxa de consumo, presumivelmente
como uma resposta a reducéo da qualidade alimentar (consumo compensatoério) (Roth &
Lindroth, 1995; Lindroth, 1996; Jones & Bezemer, 1998; Agrell et al., 2000). Em uma
metanalise, Stiling e Cornelissen (2007) avaiaram 75 estudos realizados com respostas
de diferentes grupos de herbivoros (em sua maioria lepidoptera, 41%) ao aumento do
CO; e concluiram que o CO, elevado gera uma diminuicdo na taxa de crescimento
(8,3%), na eficiéncia de conversdo (19.9%) e no peso da pupa (5,03%). Eles
observaram também que ha aumento das taxas de consumo (16,5%) e do tempo de
desenvolvimento dos herbivoros (3,87%). Além disso, o impacto gerado pelo aumento
do CO, pode afetar diretamente o herbivoro, através de mudangas no comportamento,
na preferéncia, fisiologia e histéria de vida (Agrell et al., 2006; Bale et a., 2002) ou
indiretamente, decorrente das mudancas morfoldgicas (Morrison & Morecroft, 2006;
Lake & Wade, 2009), bioquimicas (Yuan et a., 2009), e fisiologicas (Y adugiri, 2010)
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de suas plantas hospedeiras. A relevancia do conhecimento sobre os impactos do CO,
elevado em insetos herbivoros tem atraido cada vez mais pesquisas nesta &rea (Coviella
& Trumble, 1999; Hunter, 2001; Zvereva & Kozlov, 2006; Stiling & Cornelissen, 2007;

Cornelissen, 2011).

Além das condigdes climéticas, um dos maiores fatores que afeta a
produtividade das culturas é aincidéncia de pragas. A soja (Glycine max) é a oleaginosa
mais amplamente cultivada (Pimentel et a., 2006; Hao et al., 2012), com producéo
mundial de 317,3 milhdes de toneladas de gréos na safra 2014/2015 (USDA, 20153).
No Brasil, considerado o segundo maior produtor mundia desse gréo, a érea cultivada
ocupa 32,5 milhdes de hectares, sendo que ha Ultima safra expandiu em mais um milhdo
de hectares (USDA, 2015b). Entre os herbivoros, considerados praga da soja, esta4
Soodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae), conhecida como
“lagarta-do-cartucho do milho” (Busato et al., 2006), embora apresente habito polifago
infestando também outras culturas (Pogue, 2002). As lagartas de S frugiperda
alimentam-se de folhas podendo afetar a capacidade fotossintética da planta e provocar
danos em areas extensivas, com necessidade de replantio (Gomez, 2007; Ricieri et al.,

2006) e consequentemente reducdo da producéo (Cruz et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das mudancas climéticas (aumento
de CO, atmosférico e temperatura) nas interacdes da soja com os fungos endofiticos e
com alagarta S. frugiperda. Mais especificadamente, este estudo avaliou os efeitos do
enriquecimento de CO, e aumento da temperatura na: (1) concentragdo de carbono e
nitrogénio foliar; (1) riqueza, abundancia (nimero de coldnias isoladas), composicdo e
similaridade dos morfotaxa dos fungos endofiticos (I11) e no consumo de folhas pela

lagarta praga S frugiperda. No6s hipotetizamos que as elevadas concentragdes de CO,
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atmosférico e atas temperaturas reduzem a qualidade nutricional das folhas da soja
reduzindo a riqueza e alterando a composi¢cao de seus fungos endofiticos. A nossa
segunda hip6tese € que ocorre um aumento no consumo das folhas de soja por S.
frugiperda em condic¢des de elevado de CO, como forma de suprir suas necessidades

nutricionais com areducdo da concentragao nitrogénio foliar.

Material e Métodos
Condicoes de cultivo e tratamentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais. Para determinar os
efeitos do enriquecimento de CO, atmosférico e do aumento da temperatura sobre a
qualidade nutricional (% de Carbono e Nitrogénio) das folhas de soja e suas interagoes,
sementes foram germinadas e cultivadas em camaras de topo aberto sob quatro
tratamentos; Ctrl - [CO,] (~400 umol mol™) e temperatura ambientes, +T [CO,
ambiente e temperatura elevada em 3°C em relac8o a temperatura ambiente; +C [CO,]
elevada (~ 800 umol mol™) e temperatura ambiente) e +C+T [CO,] e temperatura
elevados. Este Ultimo tratamento simula as condic¢fes atmosféricas previstas para 2100
(IPCC, 2010). As sementes de soja da variedade BRS — MG 760S obtidas na Embrapa
Soja foram inoculadas com bactérias noduladoras (Bradyrhizobium japonicum, Semia
5079 e Semia 5080) na proporcdo prescrita (100 ml inoculante para 50 Kg de sementes)
e as plantas foram cultivadas simulando os periodos de safra entre outubro e dezembro
de 2012, em condig¢des climaticas monitoradas, com irrigacéo didria de 300 mL e adicdo

de 50 mL de solugdo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950) a cadatrés dias. Apos 60 dias
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de exposicdo aos tratamentos, quando as plantas de soja j& estavam desenvolvidas e
iniciando o estédio reprodutivo (R2), suas folhas foram coletadas para execugdo dos

experimentos.

Influencia dos tratamentos nas concentracdes de C, N e C:N

Para avaiar como o aumento de CO, e temperatura no cultivo da soja
influenciam nas concentracfes de carbono (C) e nitrogénio (N) foliar foram coletadas
aleatoriamente 30 folhas de cada tratamento. Em seguida 0s sacos de papel contendo as
amostras foram acondicionados em estufa com circulacéo de ar forcada por 10 dias na
temperatura de 40°C para secagem total do material. Posteriormente procederam-se as

andlises laboratoriais utilizando metodol ogia de biodigesto.

Influéncia dos tratamentos sob a comunidade de fungos endofiticos

Para avaliar se 0 aumento de CO, e temperatura no cultivo da soja influencia na
comunidade de fungos endofiticos foram utilizadas trés folhas maduras, retiradas
aleatoriamente, de 12 plantas de soja de cada um dos quatro tratamentos testados (n =
36). No laboratério, em uma capela de fluxo laminar, as folhas foram submetidas a
esterilizagdo superficial passando pelo seguinte tratamento: 1 minuto numa solucdo
75% etanol; 3 minutos em solugdo de hipoclorito de sodio a 3-5%; 1 minuto em etanol
75%,; e 30 segundos em agua estéril (modificado de Fisher et a., 1994). Posteriormente,
10 fragmentos (~5x5 mm) de cada folha foram col ocados em uma placa estéril contendo
0 meio de cultura BDA (Batata - Dextrose - Agar) contendo 150mg/L de clorafenicol
para inibir o crescimento bacteriano. As placas foram fechadas, lacradas com papel
filme e incubadas a 25 + 1°C para o crescimento dos fungos endofiticos. O isolamento

dos fungos endofiticos foi feito pela transferéncia de micélio para novas placas
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contendo BDA (Fisher et a. 1994). Os fungos endofiticos encontrados eram micélios
estéreis e foram separados em morfotaxa a partir dos aspectos macroscépicos (cor:
principal e secundaria, textura, relevo e aspecto da borda) (Hilarino et a. 2011). Os
exemplares passaram por andlise biomolecular e os resultados foram submetidos a
comparagles através da ferramenta BLAST (Basic Loca Alignment Search Tool no
GenBank - NCBI (Nationa Center for Biotechnology Information Website) a fim de
detectar similaridades com as espécies ja registradas. Para cada tratamento foram
avaliadas: a riqueza, a abundancia (frequéncia de ocorréncia dos morfotaxa nos

tratamentos) de fungos endofiticos e a similaridade dos morfotaxa entre os tratamentos.
Influéncia dos tratamentos no consumo das folhas de soja por S. frugiperda

Para avaliar se o cultivo da soja em atmosfera enriquecida de CO, e temperatura
elevada tem influéncia na preferéncia de consumo de folhas pela lagarta Spodoptera
frugiperda, os tratamentos foram comparados dois a dois, o que resultou em um fatorial
de seis comparacOes (Ctrl e +T; Ctrl e +C; Ctrl e +C+T; +T e +C; +T e +C+T; +C e
+C+T). Foram foram feitas 12 repeticBes para cada uma. O consumo foi avaliado
utilizando dois discos foliares (4rea tota = 1,32 cm?®) de cada par de tratamento
comparado. Para montagem do experimento foram utilizadas placas estéreis (90x15mm)
forradas com papel filtro umedecido com agua estéril. Sobre o papel, foram colocados
um par de discos de cada um dos dois tratamentos comparados, de forma oposta na
regido de maior circunferéncia da placa. Ao centro foram acrescentadas 10 lagartas
recém-eclodidas de S. frugiperda, oriundas de criagdo da Embrapa Milho e Sorgo. As
placas foram fechadas e embrulhadas em papel auminio (para evitar o contato com a
luz), e mantidas atemperaturade 25 + 1°C. Apds 24 horas, todas as placas passaram por

registro fotogréfico com escala milimétrica. As imagens dos discos foliares consumidos
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foram utilizadas para o calculo da area consumida no software Sigma Scan Pro. Para
avaliar se houve diferencas na area consumida dos discos foliares de soja foi utilizada a
andlise de GLM no Software R 3.0 (R Development Core Team, 2013) com teste de

contraste a 5% de probabilidade.

Analise de dados

Para comparar as concentrages de C, N e C:N foliar nos quatro tratamentos de
CO; e temperatura foram feitas analises de GLM e com posterior teste de contraste (5%
de probabilidade) usando Software R 3.0. Para determinar se haviam diferencas entre os
quatro tratamentos no numero de colénias isoladas por individuo e na riqueza dos
fungos endofiticos foram feitas andlises de GLM (quasipoisson) e teste de contraste (5%
de probabilidade) no pacote RT4Bio do Software R R 3.0 (R Development Core Team,
2013). A similaridade de morfotaxa entre os tratamentos foi calculado utilizando o
indice de Jaccard no Software Past (ver. 2.17). Paraavaiar se houve diferencas na &rea
consumida dos discos foliares de soja foi utilizada a andlise de GLM no Software R 3.0

(R Development Core Team, 2013) com teste de contraste a 5% de probabilidade.

Resultados

A concentracdo de nitrogénio (N) foliar diferiu entre os tratamentos, sendo que a
maior concentracao foi encontrada em folhas cultivadas no tratamento +T [N = 3,774 +
0,33 (dag/Kg); p < 0,05; Tabela 1]. Neste tratamento a concentracéo de nitrogénio foliar

foi ~25% maior em relacéo aos demais tratamentos. Por outro lado, a concentragéo de
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carbono (C) néo diferiu entre as folhas dos quatro tratamentos testados (p > 0,05; Tabela

1). J4 arazéo entre C:N foi maior no tratamento com +C (p < 0,05; Tabela 1).

Ao todo, foram isoladas 65 coldnias de fungos endofiticos, apresentando 39
morfotaxa diferentes. O numero total de colbnias isoladas (n)) e morfotaxa (ny) de
fungos endofiticos foi maior no tratamento +T (n; = 25; n,=19), seguido do +C (n;=20;
nm=12), Ctrl (nj = 14; n,= 11) e +C+T (nj = 5; ny = 5). O nimero de colbnias isoladas
(média = 2,083; p = 0,039) (Figura 1a) e morfotaxa (média = 2,083; p = 0,022) (Figura
1b) foi maior no tratamento +T. A similaridade de morfotaxa de fungos endofiticos
entre os tratamentos foi baixa (Figura 2; Tabela 1). Os tratamentos que apresentaram
maior similaridade (12%) foram +C e +T. Observou-se que o morfotaxa 2 ocorreu

apenas quando ha elevacdo de temperatura e 0 morfotaxa 9 apenas no elevado CO..

O consumo dos discos foliares por S frugiperda diferiu entre os tratamentos
testados (p < 0,05). Folhas dos tratamentos com elevado CO, foram mais consumidas
pelas lagartas quando estavam sujeitas a temperatura ambiente (area média de consumo
= 38%) do que quando em elevada temperatura (28%) (p < 0,05; Figura 3a). Observou-
se sob temperatura ambiente, as folhas que estavam em elevado CO, foram mais
consumidas (45%) do que as que estavam em CO, ambiente (23%) (p < 0,001; Figura
3b). As demais comparacOes entre os tratamentos ndo apresentaram diferencas

significativas.

Discussao

A elevacdo da concentracdo atmosférica de CO, e da temperatura influenciou na
concentracdo de nitrogénio foliar e na relacdo C:N da soja estudada. A elevacéo das

concentragdes de CO, em condicdes de temperatura ambiente causou uma diminuicdo
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do nitrogénio e consequentemente aumentou a relacéo C:N foliar da soja. Apesar da
elevacdo da temperatura aumentar as concentragdes de nitrogenio foliar em condicgtes
de CO, ambiente, em condi¢cdes de elevado CO, este aumento da concentragdo de
nitrogénio foliar ndo ocorreu. O aumento da relagdo C:N € comumente relatado em
atmosfera enriquecida em CO, como resultado do aumento da taxa fotossintética e
maior quantidade C disponivel, porém isto pode ser limitado pela disponibilidade de
suprimento de N (Stitt & Krapp, 1999; Oren et a., 2001; Hungate et al., 2003; Luo et
al., 2004). Ainsworth et a. (2002) demonstraram que o aumento do CO, afeta a
distribuicdo de nutrientes planta, geralmente diminuindo o teor de nitrogénio foliar

guando as plantas de soja ndo foram inoculadas com bactérias noduladoras.

Ha inimeros fatores que podem ocasionar a reducéo de nitrogénio e aumento da
rdlacdo C:N em elevada concentragdo de CO, atmosférico. Segundo Stitt & Krapp
(1999) as dtas concentracbes de CO, causam uma maior expansdo foliar e maior
producdo de amido que pode representar 40 - 50% do peso da folha, e,
consequentemente uma aparente diminui¢éo nas concentracdes de outros nutrientes na
folha. Outro efeito que pode propiciar o decréscimo das concentracdes de N nos tecidos
vegetais em plantas C3 crescidas em elevada concentracdo de CO, esta associada a
reducdo da conduténcia estomética, que consequentemente leva a diminuicdo da
transpiracéo (Polley et a. 1999). Isto pode afetar a absorcdo de nutrientes do solo,
incluindo N, e reduzir a disponibilidade de nitrogénio na planta. Outra interpretacéo
sobre a reducéo da concentragdo do N em elevadas concentragdes de CO, sugere que
isso ocorre devido a fatores ontogeneticos, pois com o0 crescimento rapido nestas
condicbes de elevado CO,, ocorre também a aceleragdo da senescéncia. Além disso,

sabe-se que os efeitos do incremento fotossintético como resposta a elevacéo das
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concentrages de CO, atmosférico em plantas C3 a longo prazo diminui (Sicher &
Kremer, 1995). Isso ocorre por causa da aclimatagéo fotossintética (Huang et a., 2003;
Seneweera et al., 2011) e esta € frequentemente associada ao acimulo de carboidratos
ndo estruturais nas folhas e uma diminuic¢éo na concentragdo de N nas folhas e na planta

(Stitt & Krapp, 1999; Nowak et a., 2004).

As mudangcas fisiol6gicas nos padrdes nutricionais da soja com aumento do CO,
aimosférico e da temperatura afetaram a riqueza e mais pronunciadamente a
composicdo de fungos endofiticos. Em elevadas concentragdes de CO,, onde ocorreu a
diminuicdo das concentracBes de N foliar, também foi observada a diminuicdo na
rigueza e nimero de colénias de fungos endofiticos. No tratamento +T, onde foi
observada maior concentracdo de N foliar e menor razdo C:N, encontrou-se maior
rigueza de fungos endofiticos. Esses resultados reforcam a forte relagdo das
caracteristicas vegetais (como producéo de substancias secundérias e acumulo de
nutrientes) com a comunidade de fungos endofiticos como observado por Sanchez-
Azofeifa et a. (2012) e Fernandes et al. (2011). Ha uma certa especificidade entre a
comunidade de fungos endofiticos e a planta hospedeira (Azevedo 1998), associada
principamente as caracteristicas estruturais e guimicas da planta que favorecem,
permeiam ou impedem o desenvolvimento de espécies endofiticas (Fernandes et al.
2011). As mudangas nas caracteristicas que ocorrem com o aumento do CO,, como
também por estresse ambiental, ou mesmo ao longo do desenvolvimento das folhas,
acompanham a riqueza e a composi¢ao de fungos endofiticos (Sanchez-Azofeifa et al.;
2012; Espinosa-Garcia & Langenheim, 1990; Hilarino et a., 2011; Fernandes et dl.,
2011). Qualquer condicdo ambiental adversatambém pode exercer um importante papel

de ateracdo sobre as comunidades de fungos endofiticos (Tayung et al., 2012). Além
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disso, a temperatura mais alta, como fator isolado, pode também favorecer a ocorréncia
de uma maior diversidade de fungos endofiticos (Brosi et a. 2011), embora existam
espécies que apresentam uma faixa de temperatura para o desenvolvimento (Li et al.

2012).

As modificagbes nutricionals (N e razéo C:N) observadas na soja dos diferentes
tratamentos de CO, e temperatura tiveram um impacto direto na herbivoria. A elevada
concentragdo de CO, influenciou na qualidade nutricional das folhas da soja, que
apresentaram qualidade reduzida (menor disponibilidade de N e maior razéo C:N). Por
este motivo, as lagartas de S frugiperda consumiram maior quantidade das folhas
(consumo compensatdrio) para suprir as suas necessidades nutricionais. O mesmo
consumo compensatério em condi¢des de baixa concentracdo de nitrogénio, observados
em tratamento com ata concentracdo de CO, também foi observado por outros
pesquisadores com outra espécie de Spodoptera (Simpson et al., 1990). Bezemer &
Jones (1998) encontraram correlacdo entre mudancas nos niveis de N e carboidratos de
plantas cultivadas sob elevadas concentracdes de CO, e as mudangas no consumo das
lagartas. Além disso 0 aumento da concentracdo de CO, e temperatura pode também
reduzir a concentracdo de substancias fendlicas, devido ao aumento de alocacéo a
diferentes estruturas (como espessura foliar, aumento de tricomas) (Zvereva & Kozlov
2006) e conseguentemente aumentar a herbivoria. Casteel e colaboradores (2008)
demonstraram que o elevado CO, também reconfigura os fitorménios em plantas de
soja, resultando em diminuic&o dos nivels de produtos quimicos de defesa e aumento da

suscetibilidade ao herbivoro Popillia japonica (Zavalaet a., 2008; Zavala et al., 2009).

ConsideragOes finais
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que as mudangas dos niveis de CO,
e temperatura alteram a qualidade nutricional foliar da soja, que tais ateractes podem
causar impactos na riqueza e composi¢cdo da micota endofitica bem como no ataque da
praga S frugiperda respondem as modificagbes nutricionais encontradas na folha

através do consumo foliar.

Nés verificamos que as elevadas concentracBes de CO, previstas para 2100
reduziram a qualidade nutricional das folhas da soja, com dréstica reducdo da riqueza e
alteracdo da composicdo da micota endofitica associada e uma maior vulnerabilidade a
herbivoria pela praga S. frugiperda. As altas temperatura previstas poderdo aumentar

aindamais aherbivoriapela S frugiperda.

Estas respostas indicam que manejos futuros precisam ser plangjados para
minimizar os efeitos das mudangas climéticas. E provavel que algumas espécies de
fungos endofiticos da soja possam reduzir os efeitos da diluicdo do nitrogénio, a

pal atabilidade dos herbivoros em altas concentracdes de CO..
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L egendas dasfiguras

Figura 1. (a) Numero (média + EPM) de col6nias de fungos endofiticos isolados em
individuos de soja cultivadas em quatro tratamentos de temperatura e CO, (teste G.L.M,
P=0,039) (b) nimero (média+ EPM) de morfotaxa de fungos endofiticos por individuos
de soja cultivadas em quatro tratamentos de temperatura e CO, (teste G.L.M, p = 0,022).
Tratamentos. Ctrl - [CO;] (~400 pmol mol™) e temperatura ambientes, +T [CO]
ambiente e temperatura elevada em 3°C em relacéo a temperatura ambiente; +C [CO,]
elevada (~ 800 umol mol™) e temperatura ambiente) e +C+T [CO,] e temperatura

elevados. (*) Indica que houve significanciap < 0,05.

Figura 2. Cluster agrupando por similaridade entre os tratamentos Ctrl - [CO;]
ambiente (~400 pmol mol™) e temperatura ambientes; +T [CO,] ambiente e temperatura
elevada em 3°C em relagcdo a temperatura ambiente; +C [CO,] elevada (~ 800 umol
mol™) e temperatura ambiente) e +C+T [CO,] e temperatura elevados, utilizando o

Indice de Jaccard (Coeficiente de correlacéo = 0,818).

Figura 3. Areafoliar da soja (Glycine max) consumida (média+ EPM) por Spodoptera
frugiperda quando combinados os tratamentos: (a) elevado CO, e temperatura ambiente
(+C) e CO, ambiente e temperatura ambiente (Ctrl) (teste G.L.M, p < 0,001); (b) Area

consumida (média £+ EPM) por Spodoptera frugiperda quando combinados os
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tratamentos elevado CO, e elevada temperatura (+C+T) e elevado CO, e temperatura

ambiente (+C) (teste G.L.M, p < 0,05).
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Tabela 1. Média (+ erro padréo) da concentracdo de carbono (C), nitrogénio (N) e razéo
entre C e N em folhas de soja (Glycine max) nos quatro tratamentos avaliados.
Tratamentos: Tratamentos: Ctrl - [CO,] ambiente (~400 pmol mol™) e temperatura
ambientes; +T [CO,] ambiente e temperatura elevada em 3°C; +C [CO,] elevada (~ 800
umol mol™) e temperatura ambiente) e +C+T [CO,] e temperatura elevados. (*) Indica

diferencasignificativa (p < 0,05).

Tratamentos Carbono (C) Nitrogénio (N) C:N

51,735+ 0,117 3,206 £ 0,241 17,244 + 1,702
Citrl

51,894 + 0,33 3,774 + 0,104* 13,845 + 0,403
+T

51,999 £ 0,17 2,864 + 0,179 19,153 + 1,836*
+C

52,227 + 0,97 3,031 + 0,096 17,406 £ 0,619
+C+T

p> 0,05 p<0,05 p <0,05
p
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Tabela 2. Similaridade de morfotaxa de fungos endofiticos entre os tratamentos de
cultivo da soja (Glycine max) utilizando indice de Jaccard (Coeficiente de Correlagiio =
0,818). Tratamentos: Ctrl - [CO;] (~400 umol mol™) e temperatura ambientes; +T
[CO,] ambiente e temperatura elevada em 3°C em relacdo a temperatura ambiente; +C

[CO,] elevada (~ 800 umol mol™) e temperatura ambiente) e +C+T [CO-] e temperatura

elevados.
Tratamentos  Cirl +T +C +C+T
Ctrl 1 0,07 0,05 0
+T 0,07 1 0,12 0,04
+C 0,05 0,12 1 0,07
+C+T 0 0,04 0,07 1
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Efeitos sinérgicos do aumento de CO, e das ondas de calor na termotolerancia

fotossintética da soja em um cenario de mudancas climaticas*

Resumo

Até o fina deste século, as lavouras de soja (Glycine max (L.) Merr) vao experimentar
uma atmosfera com o dobro da quantidade de CO, e aguns graus a mais de temperatura
em relacdo as condigdes atuais. Embora a performance e o desenvolvimento sob
elevado CO, tenham sido bastante estudados, ainda sdo poucos estudos que consideram
as respostas celulares da toleréncia fotossintética desta cultura. Neste estudo nds
avaliamos a tolerancia fotossintética ao choque térmico agudo in vitro em soja cultivada
sob aumento de CO, e temperatura. Os resultados mostraram que as mudancas
climéticas diminuiram a termotoleréncia do fotossistema |l da soja, refletido na reducéo
da temperatura de queda de 50% no rendimento quantico potencial bem como no
contelido de todos os pigmentos fotossintéticos analisados. Estas respostas podem
indicar que as ondas de calor podem representar uma ameaca para a cultura da soja em

um cendrio de mudancas climaticas futuras.

Palavras chaves. aguecimento global, aumento de CO,, fotossistema |l, pigmentos,

termotolerancia, Glycine max
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Introducéo

Até o fina deste século, a soja (Glycine max) ira crescer sob uma atmosfera com o
dobro da quantidade de CO, atual (IPCC, 2014). Por se tratar da mais importante
oleaginosa cultivada no mundo (Sudaric et al. 2010; Schmutz et al. 2010), com previsdo
de érea plantada de 33,4 milhdes de hectares e producéo de 1.764 milhdes de sacas na
safra 2015/2016 (USDA, 2015), sua performance de desenvolvimento sob elevado CO,
tem sido bastante avaliada. Na metandlise realizada por Ainsworth et al. (2002) ficou
evidente que a soja cultivada sob CO, elevado apresenta aumento na assimilagéo de
carbono e diminui¢do na condutancia estomatica com conseguente aumento no teor de
carboidratos foliar, incremento no crescimento e no rendimento. Também foram
descritas melhorias na eficiéncia do uso da agua e aumento no indice de area foliar
(IAF), bem como na biomassa aérea (Dermody et al. 2006). Além disto, os estudos
indicam que a maior eficiéncia fotossintética gerou incremento significativo na

producdo de gréos (Ort et al. 2006).

Embora os efeitos do CO, sgjam bem descritos para esta cultura, ainda carecem
estudos avaliando os efeitos do aumento da temperatura ou da interacdo destes dois
fatores nesta leguminosa de interesse mundia ainda sdo escassos. Segundo o IPCC
(2014), associada a elevacéo do CO,, a previsdo é de que a temperatura global aumente
entre 1.1 e 4.8 °C até o fim do século XXI. Estas mudancas podem intensificar a
severidade e a duracdo de periodos com temperaturas excepcionamente altas,
conhecidos como ‘ondas de calor’ (IPCC 2014). Apesar do amplo conhecimento acerca
da soja cultivada sob atmosfera enriquecida com CO,, pouco se sabe sobre como esta
espécie respondera as ondas de calor previstas para 0s proximos anos (Siebers et al.

2015).
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Na soja, dois dos processos mais sensiveis a temperatura e centrais para a
produtividade séo a fotossintese liquida (A) e a producéo de vagens (Zinn et al. 2010).
Em gera, os efeitos negativos do estresse térmico nas plantas sdo influenciados pelos
efeitos negativos na fotossintese, que estd entre os processos fisioldgicos mais
termosensiveis (Wise et al. 2004; Kim e Portis 2005). Entre estes efeitos negativos na
fotossintese sob ata temperatura estd o dano ao transporte de elétrons (Taub et al.
2000). A diminuicdo na absorcdo de CO, devido ao fechamento estomatico pode gerar
um excesso de elétrons que ndo podem ser consumidos nas reagdes de carboxilacéo.
Estes elétrons podem reagir com o oxigénio, produzindo espécies reativas de oxigénio
(ROS). Desta forma, se a planta ndo for capaz de dissipé-las, as ROS podem gerar um
dano foto-oxidativo a0 aparelho fotossintético, em especial o fotossistema (FS) Il
(Smirnoff 1993; Asada 1999). Alguns autores destacam que em temperaturas acima de
40°C ocorrem efeitos adversos no metabolismo reduzindo o crescimento da planta de
soja, e este quadro € agravado ainda mais em condicdes de déficit hidrico (Fontana et al.

2001; Farias et al. 2007).

Caracteristicas fotossintéticas sob estresse térmico podem servir como bons
indicadores de termotolerancia da planta (Dhanda e Munjal 2012). Uma das formas de
avaiar atermotolerancia é através da eficiéncia quantica do FSII (razéo F./Fn), medida
através da fluorescéncia da clorofila a. Este método tem sido amplamente utilizado para
detectar perturbacbes induzidas pelo stress no aparelho fotossintético (Baker e
Rosenqvist 2004) por ser inversamente proporcional aos danos nos centros de reagéo do
FSII (Farquhar et al. 1989). Assim, esta medida pode servir como um bom indicador da

termotolerancia da planta (Godoy et al. 2011).
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Embora o aumento CO, possa ter um efeito protetor no FSI1 devido areducéo da
producdo de ROS (Erice et al. 2007), seus efeitos so ainda contraditérios. Os efeitos do
aumento do CO, na toleréncia fotossintética ao estresse térmico agudo apresentam
resultados que variam entre efeito positivo (Hamilton et al. 2008; Mishra et al. 2008;
Wang et al. 2008), negativo (Hamilton et al. 2008; Wang et al. 2008), ou mesmo

nenhum efeito (Coleman et al, 1991).

Apesar de tanto o aumento da temperatura como o do CO, terem efeitos na
fotossintese, poucos estudos tém focado nos efeitos das interagdes entre esses dois
fatores nas respostas fisiolégicas de plantas ao estresse térmico agudo (Hamilton et al.
2008; Faria et al. 2015). Entender os mecanismos destes processos e como a soja iré
reagir as ateragdes futuras de CO, e temperatura ¢ fundamental para o manejo desta
cultura. O incremento da producdo mundial na ultima década deve-se em grande parte
ao aumento da area plantada e avanco da fronteira agricola sobre ambientes naturais
(D’Avila, 2006). Isso promove mudangas no uso do solo, fator esse que esta
diretamente ligado as alteracfes climaticas (IPCC, 2014). Neste estudo avaliamos o
efeito do aumento do CO, e da temperatura previstas para 2100 na tolerancia do
fotossistema Il ao choque térmico agudo induzido in vitro em plantas de soja. NOs
hipotetizamos que com o aumento do CO, a soja podera apresentar uma melhoria na
toleréncia do FSII ao choque térmico agudo devido a maior eficiéncia fotossintética
proporcionada por concentracfes maiores deste gas. Porém, o mesmo ndo € esperado

para o aumento da temperatura, que poderd comprometer o funcionamento do FSII.

Materiais e Métodos
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Condicoes de cultivo e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos em camaras de topo aberto instaladas em uma casa
de vegetacdo localizada na Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte —
MG, Brasil (19°52°08.67”S 43°57°59.63”0). As camaras apresentam a estrutura de
aluminio, cobertas por plastico PVC conforme descrito por Aidar et al. (2002) (Fig. 1)
com adaptacOes para controle de temperatura e espaco interno de 1,53 m®. Para simular
as condigdes previstas pelo IPCC para 2100 (IPCC 2013; 2014), as camaras foram
calibradas e monitoradas por sensores para simularem quatro: Ctrl ([CO,] e temperatura
ambientes); +T ([CO,] ambiente e temperatura elevada em 3°C); +C ([CO,] elevada ~
800 pmol mol™ e temperatura ambiente) e +C+T ([CO,] e temperatura elevados).
Foram utilizadas oito camaras de topo aberto, duas camaras para cada tratamento
testado. Todas as camaras apresentavam sensores de temperatura e a cada 15 minutos
uma comparacdo entre as camaras com temperatura ambiente era feita e
automati camente acionava uma resisténcia que elevava a temperatura em ~3°C a mais
nas camaras com temperatura elevada. As fontes de CO, foram cilindros pressurizados
com 99,8% de CO,, 58,3 KgF.cm™. A concentracdo atmosférica de CO, (800 pmol mol®
') nas cAmaras foi monitorada constantemente através de um medidor automético de
CO, SBA-4 OEM® (PPSystems). Os experimentos foram conduzidos com umidade
relativa do ar e fotoperiodo naturais. A cada 15 minutos, medidas de CO,, temperaturae
umidade relativa do ar de todas as camaras foram armazenadas em um computador
através do software Remote Integrated Control System (RICS 3.7, Evco) durante todo o

experimento.

Para avaliar o efeito do aumento do CO, e da temperatura na tolerancia do FSI|

ao choque térmico agudo induzido em soja, foram utilizadas sementes de certificadas da
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variedade BRS MG 760S RR fornecidas pela EMBRAPA Soja. Esta variedade foi
indicada pela EMBRAPA Soja por ser adaptada as condigdes climaticas do estado de
Minas Gerais (Brasil) e apresentar resisténcia a diversas doencas da soja (ex.: cancro da
haste, oidio, nematoide de galha, pustula bacteriana ¢ mancha “olho-de-ra”). O plantio
ocorreu no més de outubro de 2013 simulando o periodo de safra da soja. As sementes
foram inoculadas com bactérias noduladoras (Semia 5079: Bradyr hizobium japonicum e
Semia 5019: Bradyrhizobium elkanii) para fornecer as plantas a capacidade de fixacdo
biolégica de nitrogénio (N). Foram utilizados vasos de PVC preto com 32,5 cm de
altura e volume de 7 litros preenchidos por solo esterilizado (substrato comercial —
Terra® — proveniente do mesmo lote). Em todos os vasos foi adicionada a mesma
quantidade de terra a qual foi umedecida de forma uniforme por trés dias antes do
plantio. Os 30 vasos de cada tratamento (15 por camara, sendo 2 camaras por
tratamento) foram numerados e identificados conforme os tratamentos e em cada vaso
foram plantadas cinco sementes desta cultivar. Em seguida, os vasos foram regados
novamente com 300 mL de agua e acomodados em trés fileiras no interior das camaras
de topo aberto. Dez dias apbs o plantio foram removidas as pléantulas extras e manteve-
se apenas um individuo em cada vaso, que foi a unidade amostral neste experimento.
Durante todo 0 experimento as plantas receberam as mesmas condicdes de regas (300
mL diérios) e solugcdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) (50 ml a cada trés dias).
Para reduzir os possiveis efeitos das diferencas ambientais entre as cdmaras, 0s vasos
foram trocados semanal mente entre as duas camaras com 0 mesmo tratamento. A fim de
minimizar os efeitos da heterogeneidade e possivel microclima no interior das camaras,

foi realizada umarotacédo dos potes dentro das cAmaras a cadatrés dias.
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Apds 60 dias de exposicdo aos tratamentos, foram selecionadas aleatoriamente
cinco plantas de cada tratamento para a coleta de folhas para os experimentos de

tolerénciado FSII ao choque térmico agudo induzido in vitro..

Avaliacao da eficiéncia quantica do FSI apds choque térmico agudo

Como a maioria dos processos fisiol6gicos, a fotossintese € altamente sensivel a
temperatura e sua tolerancia fotossintética pode ser definida a partir de uma alteracéo na
capacidade de excitagdo do fotossistema Il (FSII). Dentro de uma gama de
temperaturas, a fotossintese responde rapidamente e reversivelmente, com aintegridade
funcional do aparelho fotossintético intacta (Berry e Bjorkman 1980). No entanto, em
temperaturas extremas (altas e baixas), ocorre um dano irreversivel no aparato
fotossintético, o que pode afetar significativamente este processo. O FSII tem sido
reconhecido como sendo um dos componentes mais termicamente |abeis da fotossintese
(Havaux 1993) e por isso a capacidade de excitacdo de FSII foi utilizada como métrica
de termotoleréncia fotossintética através da obtencdo do valor da temperatura que
promove uma redugdo em 15% (T1s) e 50% (Tso - temperatura critica, segundo Godoy

et al. 2011) dos valoresiniciais de rendimento quantico potencia do FSII.

Para a determinagdo da toleréncia do FSII ao choque térmico agudo discos
foliares (& = 1.5 cm) originérios de folhas de mesma idade e totalmente expandidas de
cinco plantas por tratamento foram coletados, dispostos em papel filtro umedecido com
agua destilada e mantidos em um saco de polietileno zip-lock no escuro por 30 minutos
antes do inicio das medidas de fluorescéncia da clorofila a. Em seguida, os discos foram
retirados do saco de polietileno zip-lock e dispostos em uma folha de papel filtro
umedecido com é&gua destilada e esta foi fixada entre duas placas de metdlicas com

pequenas aberturas circulares. Imediatamente foi feita medida do rendimento quéntico
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potencial (F,/Fn) inicial com o uso de um medidor de fluorescéncia modulada (MINI
PAM Walz Mess und Regeltechnik) a temperatura ambiente (22 °C). A placa com o
papel filtro, as amostras e um termémetro digital, modelo TD-880 (Icel Manaus), foram
colocadas em um saco de polietileno zip-lock, e este foi mergulhado em banho-maria
ultratermostatico com circulador (modelo Quimis® 214D2), conforme Neuner &
Pramsohler (2006). O choque térmico agudo foi induzido através do aumento gradativo
da temperatura de 1 °C a cada 3 minutos. Apds atingir a temperatura desgjada, as
amostras eram mantidas no banho por mais 30 segundos e em seguida retiradas da bolsa
para imediata medida de F./Fn. Apés as medidas, as amostras foram novamente
colocadas no banho. A cada aumento de 2 °C na temperatura do termémetro digital,
novas medidas de F,/F, foram obtidas, repetindo-se o procedimento descrito
anteriormente, até que a temperatura em que ndo fosse observado nenhum sina de
fluorescéncia. Os valores de F,/F,, obtidos para cada temperatura foram utilizados para
obter a temperatura que promove uma reducdo em 15% (T1s) € 50% (Tso) dos valores

iniciais.

Quantificacédo de pigmentos cloropl asticos

Quatro discos foliares (& = 1 cm) provenientes da mesma folha utilizada para a
termotolerancia, foram cortados e armazenados por 48 h em frascos ambar contendo 5
ml de acetona a 80%. Posteriormente foram macerados em N liquido usando um
amofariz e pistilo, acrescentando-se mais 5 mL de acetona a 80%, para um volume total
de 10 mL. Este extrato foi centrifugado e analisado por espectrofotometria para
quantificacdo de clorofila a, b e carotendides de acordo com Lichtenthaler e Wellburn
(1983).

Analises estatisticas
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Os vaores de F,/Fy, obtidos para cada temperatura foram analisadas por um guste de
modelo sigmoidal para obter o valor da temperatura gue promove uma reducéo em 15%
(T1s) € 50% (Ts0) dos valoresiniciais, (veja Godoy et al. 2011) utilizando o software R
3.0.0 (R Development Core Team 2013). Os graficos de gjuste das curvas sigmoides
para cada tratamento foram feitos utilizando os valores médios de F,/ F, em cada
temperatura e os valores de Tis e Tsg para cada tratamento, no software Sigmaplot 10.0.
Os dados de F/Fy (T1s € Tsp) € pigmentos dos quatro tratamentos testados foram
analisados através de modelos lineares generalizados (GLM) com a aplicagcdo de teste
de F de Fisher e, paraas varidvels cujo teste F foi significativo as médias de tratamentos
foram comparadas por teste de contraste a 5% de probabilidade, utilizando o software R
3.0.0 (R Development Core Team 2013) e os recursos do pacote Rcmdr e RT4Bio. O
gréfico do contelido de pigmentos foi produzido pelo software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Software, Inc., USA).

Resultados

As plantas cultivadas em todos os tratamentos testados néo foram afetadas na
temperatura de queda 15% do F./Fn, (T1s), porém a temperatura de queda de 50% (Tso)
foi afetada pelos tratamentos com aumento de CO, e temperatura (Figura 2, Tabela 1).
As plantas que cresceram nos tratamentos com aumento de CO, e/ou temperatura (+T,
+C e +C+T) tiveram uma reducdo de ~1 °C na temperatura de queda de 50% do Fv/Fm,
guando comparados com as plantas crescidas em condicdes atuais de CO, e temperatura

(Ctrl) (P < 0,05) (Tabela 2).
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O contetido de todos os pigmentos fotossintéticos foi afetado pelos tratamentos
testados (Tabela 3). O contetdo de clorofila total (chl a+b) foi reduzido nas plantas
crescidas sob CO, elevado (+C ~22% e +C+T ~24%) quando comparadas as plantas
crescidas sob CO, ambiente (Ctrl) (P < 0,01, Fig.3). Contudo, arazéo clorofila (chl) a/b
foi maior em plantas cultivadas no tratamento com temperatura elevada (+T ~26%) se
comparadas ao controle (Ctrl - P < 0,01, Fig.3). Para o contetido de carotendides, todos
os tratamentos testados (+T, +C, +C+T) promoveram reducdo em relagdo ao controle
(Ctrl — P < 0,01, Fig. 3). Dentre todos os tratamentos, as plantas que cresceram sob
elevado CO, foram as que apresentaram reducdo mais drastica no conteldo de
carotenoides (+C+T ~77%; +C ~65% e +T ~48%) (Fig. 3). Tanto o aumento do CO,
guanto 0 aumento da temperatura, promoveram aumento na razdo clorofila/carotenoides
(+C ~70% e +T ~103%) em relacdo ao tratamento controle (P < 0,01, Fig. 3). E esta
razdo foi ainda maior quando os dois fatores combinados (+C+T ~146%) (P < 0,01,

Fig. 3, Tabela 3).

Discussao

Era esperado que o aumento do CO, pudesse melhorar a termotolerancia através da
maior eficiéncia fotossintética que este promove nas plantas de soja (Ainsworth et al.
2002). Porém, as alteracOes climaticas previstas para o fim deste seculo, avaliadas neste
estudo através da elevacéo do CO, e da temperatura, afetaram a soja tornando-a menos
resistente a danos no FSII. Embora a reducdo no rendimento quantico potencial do FSI|
para temperatura de queda de 50% (Tsg) tenha sido de apenas ~1 °C, este efeito pode ser
observado em todos os tratamentos testados (+T,+C,+C+T) quando comparados ao

tratamento controle (Ctrl.
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Pouco se sabe ainda sobre 0os mecanismos celulares responsaveis pelo aumento
da tolerancia térmica do FSII de plantas cultivadas sob elevado CO, e temperatura.
Estudos de Hamilton et al. (2008) e Faria et al. (2015) com espécies de metabolismo C,4
(Zea mays, Amaranthus retroflexus e Urochloa decumbens, respectivamente),
demonstraram que o CO, pode ter efeito positivo sobre a toleréncia fotossintética.
Porém, quando combinado com o aumento de temperatura, 0S mesmos autores
verificaram que este efeito pode ser anulado. Este fato n&o foi observado neste estudo,
umavez que tanto as plantas sob CO, elevado quanto aumento de temperatura e ambos
combinados sofreram aumento. Siebers et al. (2015) avaliaram plantas de soja (Cs),
crescendo no campo (SoyFACE), sob a concentragdo de 600 umol mol™ de CO, e
submetidas ao efeito de ondas de calor (+ 6°C) in vivo por trés dias e concluiram que as
ondas de calor afetam o rendimento do FSII. Neste caso, entretanto, a reducdo foi
transitéria, ndo persistindo no dia seguinte a imposi¢cdo do estresse. Porém, 0s mesmos
autores ressaltam que quando as ondas de calor coincidem com o desenvolvimento

inicial davagem, ocasiona areducéo de 10% no rendimento da soja.

Coleman et al. (1991) demonstraram que varios processos metabolicos podem
afetar a termotolerancia das plantas cultivadas sob elevado CO,. Por exemplo, plantas
de soja cultivadas em atmosfera enriquecida com CO, aumentaram a eficiéncia no uso
da agua (Ainsworth et al. 2002), o gque ocorre devido a reducdo da condutéancia
estomética e transpiracéo (Vu e Allen 2009). Assim, um aumento na termotol erncia ao
choque agudo poderia ocorrer devido a melhora nas condi¢fes hidricas de plantas de
soja (Ainsworth et al. 2002). Embora neste experimento as plantas tenham recebido
irrigacdo, é importante salientar que em um campo de soja eventuamente passa por

periodos de estiagem onde o stress hidrico pode ocorrer, e assim plantas sob elevado
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CO, poderiam ser beneficiadas.

De um modo geral, o contelido de pigmentos fotossintéticos da soja foi reduzido
nos tratamentos testados em relacdo ao tratamento controle. Contudo, apenas o0s
tratamentos com CO, elevado (+C e +C+T) reduziram a clorofila total enquanto ambos
os tratamentos testados (+C, +T e +C+T) causaram reducdo no conteldo de
carotendides. Por outro lado, a elevada temperatura (+T) gerou um aumento na razéo
clorofilaa/b. Estudos recentes sugerem gue o aumento da concentracdo de CO, até 1000
umol mol™ tem efeitos significativos no contelido de pigmentos fotossintéticos.
Contrariando os resultados aqui apresentados, Wang et al. (2015) observaram que, sob
concentracdes entre 500 e 1000 pmol mol™ de CO,, houve um efeito positivo sobre os
pigmentos fotossintéticos (carotenoides e clorofila a, b e total) das folhas da soja.
Porém, quando a sojafoi cultivadaem uma super concentracdo de CO, (5000 umol mol
1) 0 contetido destes pigmentos foi drasticamente reduzido enquanto a razdo da clorofila

a/b ndo foi dterada (Wang et al. 2015).

O efeito negativo do CO, sobre o teor de clorofila observado aqui pode ser
devido a maior acimulo de amido nas células, o que perturba cloroplastos e aumenta a
degradacdo ou diminui a sintese de clorofila (Delucia et al. 1985). Outros estudos
ressaltam que a deficiéncia ou a diminuicdo na absorcdo de N em funcéo da limitacéo
da transpiracéo gerada pelo aumento do CO, também poderia contribuir para perda de
clorofila e reducéo da clorofila total (Conroy e Hocking 1993; Shangguan et al. 2000).
O aumento da temperatura também pode levar a alteragdes no conteido de pigmentos, e
pode ter sido um fator de aumento da raz&o (chl) a/b nas folhas de soja aqui avaliadas.
O aumento da razéo clorofila a/b também pode ser justificado pelo fato de que durante o

processo de degradacdo da clorofila, Chl b é convertido em Chl a (Fang et al. 1998).
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A reducéo do contetido de carotenoides observada no presente estudo em todos
o0s tratamentos testados (+C, +T, +C+T), pode ser um indicativo de aumento no estresse
oxidativo, ja que a protegdo contra ROS, bem como pela eliminacéo de radicais livres, é
uma das principais fungdes bioldgicas de carotendides (Domonkos et al. 2013). No
estudo de Siebers et al. (2015) com soja, as ondas de calor também induziram forte
estresse oxidativo e o aumento do CO, ndo foi capaz de minimizar seus efeitos
deletérios no periodo de aquecimento. No entanto houve a recuperacdo de todos os
parémetros fisiologicos afetados em 24 h apds o fim da onda de calor. Esta rapida
recuperacdo do FSII apds o tratamento por ondas de calor foi surpreendente, pois com
maior quantidade de estresse oxidativo, € esperado um retardo na reparacdo da maguina

fotossintética (Nishiyama et al. 2001; Souza et al. 2004).

Siebers et al. (2015) degam que possivelmente as mudancas no rendimento
quantico potencial do FSII durante as ondas de calor foram apenas um componente
acessorio dos impactos do estresse térmico sobre a soja. Estes autores verificaram que,
embora 0 FSII se recupere rapidamente dos efeitos das ondas de calor, efeitos colaterais
foram observados na produtividade quando o estresse ocorreu durante os estégios
reprodutivos que coincidiram com o desenvolvimento inicial das vagens. Assim,
embora o0 presente estudo tenha observado que nem as possiveis melhorias trazidas pelo
aumento do CO, conseguiram atenuar redugdes na Tsp € do contelido de pigmentos
cloroplastidicos (em testes in vitro), em campo com a ocorréncia de ondas de calor, as
respostas de Siebers et al. (2015) podem ser um indicio de que talvez ocorra
recuperacdo, mesmo a nivel de protoplasto. Vale ressaltar que Siebers et al. (2015)
alertam gque dependendo da fase de desenvolvimento em que as plantas se encontram, as

ondas de calor podem afetar o rendimento final da producéo.
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Com a crescente divulgacdo de previsdes geradas pelos modelos de clima
indicando que aumentara a frequéncia e a intensidade das ondas de calor (Meehl e E-
Baldi 2004), € imprescindivel conhecer os processos que precisam ser adaptados em
plantas para tolerar extremos climaticos, considerando ainda outras situagtes de campo,
como por exemplo a escassez de 4gua. E necessério também investigar melhor se as
ondas de calor terdo algum efeito no crescimento e na qualidade da produgdo desta
cultura, bem como todos 0s processos associados a tais ateragdes. SO assim podermos

prever como a cultura da soja podera responder ao cenario climético futuro.
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L egenda das Figuras:

Fig. 1. Camaras de topo aberto com 1,53 m® cada, utilizadas para cultivo e imposicéo
dos tratamentos testados (Ctrl: controle - concentracdo de CO, (=400 pmol mol™) e
temperatura ambientes; +T: concentragao de CO, ambiente (~400 pmol mol™) e elevada
temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente); +C: elevada concentragéo de

CO, (~800 pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T: elevada concentracéo de CO,

(~800 pumol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente).

Fig. 2. Curvas de gjuste sigmoidal para a queda em 15 (T1s) e 50% (Tso) do rendimento
quantico potencial do do FSII (F/F,) em folhas submetidas a0 aumento gradual da
temperatura. Os dados representam a média £ EPM (n = 5) para cada tratamento

ambiental (Ctrl: controle - concentracdo de CO, (~400 pmol mol™) e temperatura
ambientes; +T: concentragdo de CO, ambiente (~400 umol mol™) e elevada temperatura
(+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente); +C: elevada concentracdo de CO, (~-800
pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T: elevada concentracdo de CO,, (~800 pmol

mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relacéo a temperatura ambiente).

Fig. 3. Conteido de pigmentos das folhas das plantas de soja crescidas nos tratamentos
com diferentes concentracbes de CO, e temperatura apés o choque térmico agudo
induzido in vitro. Vaoresrepresentam médias £ EPM (n =5). Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas (p < 0.01) entre os tratamentos (Ctrl: controle - concentracéo de

-1 - . . ~ .
CO, (=400 umol mol™) e temperatura ambientes; +T: concentragdo de CO, ambiente
(~400 pmol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relagio a temperatura ambiente);
+C: elevada concentracdo de CO, (~800 pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T:
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elevada concentracéo de CO, (~800 pmol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em

relacdo a temperatura ambiente).
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Tabela 1. Resutados da andlise de model os lineares generalizados (GLM) parapara Tis
e Tso: temperaturas criticas capazes de reduzir em 15% e 50% o rendimento quantico
potencial (Fv/Fm) inicial do FSIlI em tecido foliar de plantas de soja crescidas nos

quarto tratamentos testados: Ctrl: controle - concentragdo de CO, (~400 pumol mol™) e
temperatura ambientes; +T: concentracao de CO, ambiente (~400 pmol mol™) e elevada

temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente); +C: elevada concentragéo de

CO, (~800 pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T: elevada concentracéo de CO,

(~800 pumol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente).

Temperatura Df F Pr(>F)

Tis
3 0.5903 0.6302

Tso
3 3.4720 0.0410 *

Caodigo de significancia: *** P< 0.001; ** P< 0.0land* P <
0.05
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Tabela 2. Toleréncia do fotossistema (FS) Il apds choque térmico agudo in vitro

avaliado quanto as temperaturas criticas capazes de reduzir em 15% (T,.) € 50% (T, ) o

rendimento quantico potencial do FSII (F,/Fm) em tecido foliar de plantas de soja

crescidas nos quatro tratamentos testados: (Ctrl: controle - concentracéo de CO, (~400

pmol mol™) e temperatura ambientes; +T: concentragdo de CO,, ambiente (~400 pmol

mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relacdo a temperatura ambiente); +C: elevada

concentragcdo de CO, (~800 pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T: eevada

concentracao de CO, (~800 umol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relacdo a

temperatura ambiente).

Tratamentos T15(°C) Tso(°C)
Ctrl 441 + 111 a 51.03 + 0.38 a
+T 455 + 164 a 50.31 + 0.37 b
+C 4486 + 0.79 a 50.62 += 0.50 b
+C+T 4298 + 0.45 a 4917 + 044 b

Vaores representam amédia+ EPM (n = 5 plantas). Letras diferentes indicam

diferencas estatisticas (P < 0,05 - teste de contraste).
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Tabela 3. Resultados da analise de modelos lineares generalizados (GLM) para o
conteido de pigmentos cloroplastidicos de tecido foliar de plantas de soja crescidas nos

quatro tratamentos testados: (Ctrl: controle - concentragéo de CO,, (~400 umol mol™) e
temperatura ambientes; +T: concentragao de CO, ambiente (~400 pmol mol™) e elevada

temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente); +C: elevada concentragéo de

CO, (~800 pmol mol™) e temperatura ambiente; +C+T: elevada concentracéo de CO,

(~800 pumol mol™) e elevada temperatura (+ 3°C em relagdo a temperatura ambiente).

Pigmento Cloroplastidico Df F Pr(>F)

Chl at+b

3 17.1920 2.930E-05 ***
carot

3 32.3860 4.987E-07 ***
Chl alb

3 7.4815 0.0024  **
Chl/carot

3 38.7050 1.459E-07  ***

Chl: clorofila; carot: carotenoides.

Codigos de significancia: *** P < 0.001; ** P< 0.0l and * P <0.05
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Capitulo IV

Impacts of elevated CO, and temperature on toleranceto water deficit and acute

heat shock in two C4 species of agricultural interest *

*formatado para a revista Climatic Change
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Impacts of elevated CO, and temperature on tolerance to water deficit and acute

heat shock in two C4 species of agricultural interest

Abstract Before the end of this century, climate change will intensify the effects of
droughts, floods and heat waves. This extreme weather will affect ecosystems managed
for crop production with the side effect of need for expansion of agricultural frontiers,
adversely affecting native vegetation in many parts of the globe. In the last two decades,
several studies have evaluated the growth of agricultural species under forecasted
climate change, but still little is known about how species will behave growing in a
warmer and drier environment, especially regarding those with C4 metabolism. This
study aimed to evaluate the physiological responses at the cellular level to water deficit
and acute heat shock induced in vitro in maize and pearl millet, both C4 species, grown
under elevated CO, concentration and temperature, simulating the atmosphere foreseen
for 2100. The results showed that induced climate change improves cell tolerance to
water deficit and acute heat shock for both species, maize could to benefit more from
increased atmospheric CO, concentration than pearl millet since this climatic change
improve cell tolerance to water deficit and acute heat shock for mayze and only acute
heat shock for pearl millet. Contrastingly, pearl millet could benefit from increased
temperature in cell tolerance to water deficit. These responses can be of great
importance for the maintenance of these crops’ cultivation, without the need for
expansion of agricultural frontiers which could adversely affect native vegetation in

many parts of the globe.

Keywords. Drought, electrolyte leakage, maize, membrane stability, pearl millet,

thermotolerance
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1 Introduction

Currently, it is widely accepted that carbon dioxide (CO,) concentrations in the
atmosphere have increased steadily over the past two centuries, mainly because of the
increase in emissions associated with burning fossil fuels and changes in land use and
these concentrations are expected to reach 936 pmol mol™ by the end of the 21% century
(IPCC 2013). Increases in CO, and other greenhouse gases may increase the radiant
energy entering the Earth, also causing a rise in global mean temperatures. It is
predicted that global mean temperatures will continue to rise, reaching increases
between 1.1 and 4.8 °C by 2100 (IPCC 2013). These increases in atmospheric CO,
concentration and global mean temperatures are leading towards profound changes in
rainfall patterns and could increase the severity and duration of periods with
exceptionally high temperatures, commonly known as ‘heat waves’ (IPCC 2013).

Both heat shock and water deficit are environmental stresses that can cause
damage at the cellular level in plants, as these stress factors can increase reactive
oxygen species (ROS) production, leading to cellular oxidative stress, where the main
targets are biologica membranes (Sharma et al. 2012), including photosystem (PS) |1
damage (Percival and Sheriffs 2002). As cell membranes are the first targets of many
abiotic stresses, their physical-chemical stability under dehydration stress is one of the
best indicators of stress tolerance, and can be evaluated through protoplasmic
tolerance/sensitivity (Bajji et a. 2001; Kocheva et al. 2005; 2014; Faria et a. 2013;
2015).

One of the main negative effects of heat stressin plants is the damage to electron
transport rate (Taub et a. 2000). Decreased photosynthesis due to stomatal closure may

produce an excess of electrons that can not be consumed. These electrons can react with
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oxygen, producing ROS, which can cause photo-oxidative damage to photosynthetic
apparatus if they are not dispelled (Sharma et a. 2012). Contrastingly, higher CO,
concentrations may have the opposite effect, reducing ROS production (Erice et al.
2007), therefore mitigating the effects of elevated temperature. Besides inhibiting
photosynthetic functions, high temperature affects physical and chemical properties, and
the structural organization of thylakoid membranes (Karim et a. 1999). Thus,
photosynthetic responses under thermal stress can serve as good indicators of
thermotolerance in plants (Dhanda and Munja 2012). Photosystem Il maximum
quantum vyield (R/Fy) is the most common measure of chlorophyll fluorescence,
providing an estimation of PSII photochemical efficiency, and has been widely used to
detect disorders induced by stress to the photosynthetic apparatus since its values are
inversely proportional to damage in PSI| reaction centers (Baker and Rosengvist 2004).
As increases in temperature and CO, concentration can have interactive effects
on various physiological processes, and responses expressed at the cellular level can be
good indicators of stress tolerance (Clavel et al. 2005), severa studies have focused on
physiological responses in photosynthetic thermotolerance (Hamilton et a. 2008; Wang
et a. 2008) and tolerance to water deficit (Erice et al. 2007; Vu and Allen Jr. 2009) in
plants. Most studies agree that elevated CO, enhances responses to water deficit by
improving water use efficiency and/or by reducing osmotic potential (Vu and Allen Jr.
2009). But in terms of responses to hest stress under elevated CO,, results are variable,
either by individual responsiveness of each species or by different methods used, and
therefore, are not fully understood. While some studies report positive effects of
elevated CO, on plant photosynthetic tolerance to acute heat shock (Hamilton et al.
2008; Wang et a. 2008), other studies observed negative (Hamilton et a. 2008; Wang

et a. 2008) or even no effect on plant thermotolerance (Coleman et al. 1991). And very
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little is known about the responses of plants with photosynthetic C4 metabolism. As C4
plants have a morphophysiologica mechanism that concentrates CO,, it is to be
theoretically expected that the increase in CO, concentration will have minimal effect
on their photosynthesis (Barnaby and Ziska 2012). Contrastingly, as C4 species
originated in warmer climates (Sage and Monson 1999), these species are more tolerant
to increasing temperature than plants with C3 metabolism. Therefore, C4 species may
be less affected by hest stress in a future world of elevated CO, (Hamilton et a. 2008;
Wang et a. 2008).

Understanding how plant cells respond to climate change is helpful to produce
better crops or tolerant cultivars to various stress factors intensified by climate change.
Among the world’s important crops are maize (Zea mays L.) and pearl millet
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.), which are both C4 species and both used for human
and animal nutrition (Awika 2011). Both cultures have been expanding and have
become the main option as a second crop after soybeans or cotton harvest (Landau and
Pereira Filho 2012) in the Brazilian Savannah region, where high temperature and
seasonal rainfall patterns very often disturb plant establishment (Oliveira-Filho et al.
1989). The aim of this study was to evaluate cell physiological responses to induced
water deficit and acute heat shock in vitro in maize and pearl millet plants grown under
elevated CO, concentration and temperature forecasted by IPCC (2013) for the end of

the century.

2 Materialsand Methods

2.1 Plant material, growth conditions and environmental treatments
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Maize (cv. BRS 1030) and pearl millet (cv. BRS 1501) plants were obtained from
certified seeds supplied by the EMBRAPA research center at Sete Lagoas, MG, Brazil.
These seeds were sown in March/2013 (maize) and July/2013 (pearl millet), in 7 L pots
(five seeds per pot) containing a commercial substrate (Terral®). Plants were irrigated
with Hoagland and Arnon (1950) nutrient solution every three days, and watered as
required. After ten days of growth, the extra plants were removed leaving only one plant
per pot. These plants were grown for 75 days in eight open-top chambers (OTC) (1.53
m® each) placed inside a greenhouse located at Federal University of Minas Gerais,
Brazil (19°52°08.67°’S 43°57°59.63°”W 822 m elevation). Plants were subjected to four
environmental treatments based on IPCC (2013) predictions for 2100, to the following
specifications: (1) Control (Ctrl) — current CO, concentration (~400 umol mol™) and
ambient temperature (~24 °C); (2) Elevated temperature (+T) — current CO;
concentration and 3 °C above ambient temperature (~27 °C); (3) Elevated CO, (+C) —
double CO, concentration (~800 pmol mol™) and ambient temperature; and (4) Elevated
CO, + temperature (+T+C) — double CO, concentration and 3 °C above ambient
temperature. Two OTC were used per treatment, which were interchanged twice a week
to avoid chamber effect. The experiments were conducted under natural photoperiod
and relative air humidity (RH). The environmental conditions (CO, concentration,
temperature and RH) were monitored every fifteen minutes throughout the entire
experimental growth period and details are presented in Online Resource 1. After 75
growth days, leaf tissue disks were collected from one leaf per plant, four or five plants

per treatment for in vitro assays of water deficit and acute heat shock, respectivellt.

2.2 Cdlular toleranceto water deficit assay
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To evauate cellular tolerance to water deficit in vitro, ten leaf disks (& = 1 cm) were
cut from mature leaves of four plants of each species per environmental treatment and
subjected to water deficit imposed by polyethylene glycol (PEG-6000) solutions
providing four different water potentials (\Yy): 0.0 (no stress imposition — deionized
water); -1.2; -1.8 and -2.4 MPa. Cedllular tolerance was assessed by cell membrane
stability evaluation, according to Bajji et al. (2001) modified by Faria et al. (2013). This
procedure consists of a three-step methodology. Briefly: step 1. determination of the
best washing time required to remove most of the e ectrolytes derived from mechanical
damage caused by cutting of leaf disks; step 2: measurement of kinetics of electrolyte
leakage (EL) triggered by leaf tissues at different water potentials, after spending 15 h
in the dark in PEG solutions; and step 3: estimation of cell membrane stability by
determining membrane injury index (MI1). EL was then assessed by using the equation:
EL = (EC: — EC)/(EC; — EC;) x 100, where EC is electrical conductivity of samples
placed, to rehydrate, in 6 mL of deionized water after stress imposition in different
periods of rehydration: immediately after stress imposition (ECi), at different
rehydration times ranging from 0.5 to 22.5 h (ECy), and after autoclaving (1 atm, 121 °C
in 20 min) and cooling samples at room temperature (EC;). M1l was assessed using the
equation: [(Rs — Rc)/(1 — Rc)] x 100, where RC and RS represent (EC; — ECo) — (EC; —
ECo) for control or PEG-treated tissues, respectively. For this calculation, ECy is EC
measurement at the beginning of rehydration, EC; is EC measurement after the
rehydration time interval, whereupon kinetic curves determined in step 2 became
constant and EC; is EC measurement after autoclaving and cooling samples. For
measurements in step 1, samples were washed slowly (100 rpm) using an orbital shaker
(Orbit Shaker, Lab-Line) at room temperature and all EC measurements were performed

using adigital conductometer (Digimed DM-3, Digicron).
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2.3 Cdllular toleranceto acute heat shock assay

Cellular tolerance to acute heat shock in vitro was assessed by measurements of
chlorophyll fluorescence determining the maximum quantum vyield (FJ/Fy) of
photosystem (PS) I1. F/Fy, values are inversely proportional to damage in PSII reaction
centers (Baker and Rosenqvist 2004), thus providing an estimate of PSII photochemical
efficiency and serving as a good indicator of plant thermotolerance (Godoy et a. 2011).
For this procedure, five leaf disks (J = 1.5 cm) from five plants of each species and
each environmental treatment were collected from mature leaves and dark acclimated.
The initial fluorescence measurement was taken around 22 °C using a modulated
fluorometer (MINI PAM — Walz Mess und Regeltechnik). Acute heat shock was
imposed by placing the samples in a thermostatic bath (Q-214 D2, Quimis) and
increasing temperature in 2 °C increments, followed by new fluorescence measurements
after each 2 °C increase until the temperature at which no fluorescence signal was
observed. The F,/Fn, values obtained for each temperature level were analyzed by a
sigmoidal fit model and, for each fitted curve (Online Resource 2), the temperature
where initia F,/Fy, values dropped by 15 % (T1s5) and 50 % (Tsp) were calculated
according to Godoy et al. (2011).

Also to evaluate cellular tolerance to acute heat shock, photosynthetic pigment
content of the same leaf disks used in photosynthetic assay of thermotolerance were
collected and stored in 5 mL of 80 % acetone for 48 h, along with other identical disks
obtained from the same leaf. These leaf disks were then macerated in liquid N, using a
mortar and pestle and a further 5 mL of 80 % acetone was added to the extract,

completing the volume to 10 mL. The extract was collected, centrifuged and analyzed
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by spectrophotometer for quantification of chlorophyll a, b and carotenoids according to

Lichtenthaler and Wellburn (1983).

2.4 Experimental design and statistical analysis

Experimental design was a 2 x 2 factorial, consisting of two factors (CO, and
temperature), on two levels (ambient and elevated). For in vitro assay of water deficit
tolerance, one more factor was added to the model: water stressin 4 levels as described
previously. Data were analyzed by general linear models (GLM) and, for the evaluation
of water deficit tolerance, contrast test at 5 % probability was performed. Statistical
analysis was conducted using R 3.0.0 (free software) and graphs were created using
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., USA). The graphs Online resourse 2

were created using Sigma Plot.

3 Resaults

3.1 Cdlular toleranceto water deficit

For both species, the best washing time determined in the washing time test was 15 min,
since this was the interval wherein the higher electrolyte leakage was observed (Fig. 1).
Also, for both species grown in al environmental treatments and subjected to al W,
induced by PEG solutions, a strong pattern of EL kinetics was observed. In thefirst 8 h,
there was a rapid phase of leakage followed by a stabilization plateau until the end of

the rehydration period (Fig. 2; Online Resource 3).
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For maize plants, environmental treatments promoted changes in water deficit
tolerance responses determined by EL kinetic curves. Plants subjected to elevated CO,
treatments improved tolerance to water deficit in all ¥, imposed by PEG solutions
when compared with those subjected to current CO, concentrations (Fig. 2a-d; Online
Resource 4). Pearl millet plants did not show any difference in water deficit tolerance
responses between environmental treatments (Fig. 2e-h; Online Resource 4).

Regarding membrane stability, as expected, M1l increased as the water deficit
increased for both species (Fig. 3). Differences in MIl between ¥, were more
pronounced in maize than in pearl millet plants, as maize plants presented differencesin
MII between al Y\, while for pearl millet only severe stress (W, = -2.4 MPa) resulting
in greater MI1 under Ctrl treatment (Fig. 3). For both species, treatments changed MI|
responses to some extent, but each species was differently affected by induced climate
change factors. For maize, plants grown under elevated CO, treatments showed lower
MII for al W,, tested than those grown under current CO, concentrations (Fig. 3a). For
pearl millet, plants grown under elevated temperature treatments showed lower Ml than
those grown under ambient temperature treatments, but only under mild (¥,, = -1.2
MPa) and severe stress (Fig. 3b). Contrastingly, because MII response under mild stress
was improved and was not changed under moderate stress (W, = -1.8 MPa), pearl millet
plants grown under elevated temperature treatments began to show significant
differences between the stress levels under moderate stress, while under Ctrl and +C

treatment these differences were shown only under severe stress (Fig. 3b).

3.2 Cdlular toleranceto acute heat shock
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Cellular tolerance to induced acute heat shock was differently affected by tested
treatment in both species (Table 1). For maize plants, elevated CO, treatments increased
T15 in ~1.21 °C compared to the current CO, concentration treatments, while for pearl
millet plants, elevated temperature treatments promoted a reduction of ~1.94 °C in Tis
(Table 1). For the Tsp responses, only pearl millet plants showed differences between
tested treatments. Plants grown under +C showed increases of ~1.81 °C in Ty values,
while +T reduced the parameter values to ~1.31 °C related to Ctrl or +T+C treatments
(Table 1).

Regarding chloroplast pigments content, no differences were observed between
environmental treatments for total chlorophyll content (chl a+b) and carotenoids, nor
for chlorophyll a/b (chl a/b) ratio in maize plants (Fig. 4a). The only parameter assessed
that presented differences between treatments was chlorophyll/carotenoids (chl/carot)
ratio of maize plants, which showed higher values for treatments where only CO,
concentration or temperature were elevated compared to Ctrl or +C+T treatments (Fig.
43). Also, none of pigments analyzed in pearl millet plants showed differences between

tested treatments (Fig. 4b).

4 Discussion

4.1 Cdlular toleranceto water deficit

Several studies have shown that the washing time of samples can interfere with
electrolyte leakage. The ideal washing time should remove ions from mechanical
damage without causing electrolyte leakage due to other disruptions (Ehwald et al.

1984). Thus, a short time interval may not be sufficient to remove all e ectrolytes |eaked
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due to cutting leaf disks (Bgjji et a. 2001) and very long intervals may result in
excessive electrolyte leakage (Ehwald et al. 1984). In this study, for both species, most
of the electrolyte was removed from samples during the first 15 min. Similar results
were observed for wheat (Bajji et a. 2001), barley (Kocheva et a. 2005), palisade
grasses and Tanzaniagrass (Faria et a. 2015).

During rehydration after stress, in al Wy, both species had the greatest EL
during the first 8 h, followed by a stable period up to 24 h evaluated. Thus, an interval
of 8 h was sufficient to assess stress in these species, as suggested by Bajji et a. (2001)
for wheat cultivars. This kinetic pattern suggests the contribution of distinct cell regions
to the complete el ectrolyte linkage. During the first hours of rehydration, EL originated
from the apoplast, and after the stabilization period, |leakage arose from cytoplasm due
to cell membrane structure destabilization (Vasquez-Tello et al. 1990).

Only maize plants showed differences between environmental treatments on EL,
with elevated CO, treatments resulting in a lower amount of electrolytes leaked. At the
cellular level, a general water stress response is the accumulation of ions and an
increasing amount of metabolites to reduce osmotic potential (Kocheva et a. 2014), and
elevated CO, has been shown to cause more negative osmotic potential in leaves of a
number of plants, including wheat (Wall 2001), a C3 species, and sugarcane (Vu and
Allen Jr. 2009), a C4 species. The lower EL observed in maize plants grown under
elevated CO, probably was due to a decrease in osmotic potential of the cells that
maintained turgor, even when the W,, was reduced.

This improvement observed in EL response of maize plants grown under
elevated CO, was aso observed for Mll in all V,,. Cell membrane stability is one of the
best indicators of water deficit tolerance (Geravandi et al. 2011). One of the harmful

effects of desiccation is related to the generation of ROS, whose main targets are cell
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membranes (Sharma et a. 2012). ROS can cause lipid peroxidation and protein
oxidation that is often associated with changes in permeability, composition and
structure of membranes (Campos et a. 2003). Elevated CO, reduced the impact of
drought on protein oxidation in rye-grass and alfalfa (Farfan-Vignolo and Asard 2012).
These observations support a protective effect as a benefit of CO, in terms of oxidative
damage of membranes and proteins, but the mechanism of this reduction of oxidative
damage under elevated CO, is still unclear. One possibility may be an increase of
antioxidant enzymes activity under high CO, concentrations, as observed for afalfa
(Erice et a. 2007; Farfan-Vignolo and Asard 2012) and grapevine (Salazar-Parra et al.
2012) plants, resulting in a protective effect at membrane level (Salazar-Parra et al.
2012).

Pearl millet plants also showed reduced MII, but under elevated temperature
treatments, which may be an improvement related to growth temperature. As long as
optimum growth temperature is not surpassed, plants grown at higher temperatures can
be more resistant to stresses due to the changes recorded in membrane stability induced
by changes in membrane lipids composition (Gombos et a. 1994; Downs et al. 1999).
Pearl millet has its origin in regions of Africa and the Indian subcontinent, therefore, is
supremely adapted to heat and aridity and can be grown in areas where other ceread
crops, such as maize or wheat, would not survive (Manning et a. 2010). Probably
growth temperatures under control and elevated CO, treatments (mean ~23.5 °C) were
below the optimum growth temperature for this species (32.8-35 °C) (Newman et al.

2010) and thus temperature rises could have improved water deficit tolerance responses.

4.2 Cdlular tolerance to acute heat shock
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Although both species present C4 metabolism, they showed different responses of
cellular tolerance to acute heat shock. Maize plants showed differences between
environmental treatments only for T1s, while pearl millet plants showed differences for
both T15 and Tso. For maize plants, growth under elevated CO, treatments resulted in
enhanced thermal tolerance, since T1s was about 1.21 °C higher. But this improvement
was not observed for Tso. Elevated CO, may play a beneficial role on plant
photosynthesis (Ainsworth et a. 2002), and plants with C4 metabolism like maize and
redroot pigweed show improvements in photosynthetic heat shock tolerance grown
under elevated CO, (Hamilton et a. 2008), confirming the results presented by maize in
this study. It is widely known that increases in atmospheric CO, concentration can
affect a variety of physiological responses in plants (Ainsworth et al. 2002), but heat
shock tolerance responses are still unclear. Perhaps, elevated CO, could enhance acute
heat shock tolerance by increasing water use efficiency of plants and thus, increasing
their water condition (Ainsworth et al. 2002). The improved tolerance of water deficit
shown by maize grown under elevated CO, could be indicative of improved water use
efficiency for this species and could explain the effect of elevated CO, on
thermotolerance. It is believed that increasing thermotolerance involves a number of
metabolic processes, and these processes can be linked with an increased expression of
heat shock proteins (Coleman et al. 1991). However, few studies evaluating these
factors were performed with C4 plants and have no clear results whether elevated CO,
may affect the expression of these proteins. Increased CO, repressed the expression of
genes associated with heat shock proteins in rice (Fukayama et al. 2009) and increased
the expression of these genesin Arabidopsisthaliana (Li et a. 2008).

Photosynthetic pigment content has also been associated with heat stress

tolerance (Hague et a. 2014) and changes in CO, concentration (Logan et al. 2009;
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Wang et a. 2015), and increases in growth temperature can modify the content of
photosynthetic pigments (Logan et a. 2009). When photosynthetic pigments like
chlorophylls decrease, a significant fraction of absorbed light can induce ROS
formation (Erice et al. 2007). However, none of pigments quantified in this study were
reduced in any of the two species studied. Also, chlorophyll/carotenoids ratio was
enhanced under elevated temperature and elevated CO; treatments for maize plants.
These are also indications that elevated CO, improved maize plants thermotol erance.
Pearl millet plants also showed improvement in thermotol erance responses under
elevated CO, treatment, but only for Tso. Contrastingly, temperature had a negative
effect on thermotolerance responses of this species, reducing Ti5 in both elevated
temperature treatments and reducing Tsp in elevated temperature treatment. Similar
results were found for Urochloa decumbens, but other results indicate that the increase
of 3 °C in growth temperature did not configure heat stress for this species (Faria et al.
2015). For pearl millet plants, water deficit results and the absence of differences
between pigment content presented under elevated temperature also shows that
elevation of ~3 °C in growth temperature did not configure thermal stress for this
species. There are a number of processes involved in PSI1 thermotolerance and they are
associated with inter- and intra-specific variations (Coleman et al. 1991). Pearl millet is
more tolerant to heat stress than maize (Ashraf and Hafeez 2004; Manning et al. 2010),
as can be seen by Ti5 values presented by both species under control treatment. Even
growing below its optimum growth temperature, pearl millet could have benefitted by
elevated CO, effects on thermotolerance, since +C+T treatment showed higher Tso
values than solely +T. Elevated CO, may have improved the antioxidant systems of this
species or have significantly decreased ROS formation, as reported for afalfa

(Aranjuelo et al. 2008) and thus, mitigated negative effects of elevated temperature.
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5. Conclusions

Maize plants could benefit more from elevated CO, concentrations, since this species
had its responses to water deficit and acute heat shock enhanced under elevated CO,
treatments. Pearl millet plants, however, only benefitted from elevated CO, effects on
heat shock tolerance, but this species could benefit from increases in temperature, since
it had its water deficit responses enhanced under elevated temperature treatments. Any
improvement or even no change in responses of these two crops could be of great
importance for the maintenance of these crops’ cultivation without the need for
expansion of agricultural frontiers, which could adversely affect native vegetation in
many parts of the globe. Plant performance under the presence of other important
drivers, such as herbivores and pathogens and highly variable weather conditions are yet

to be further investigated.
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Figure captions

Fig. 1. Determination of the best washing time to completely remove the electrolytes
from leaf tissue disks of maize and pearl millet. Values represent mean + SEM (n =
8). Different letters indicate statistical differences (P < 0.001) in electrical

conductivity between washing times

Fig. 2. Kinetics of electrolyte leakage from leaf tissue of maize (ato d) and pearl millet
(e to h) plants grown under different CO, concentrations and different temperatures
subjected to water deficit induced by PEG solutions, providing the following water
potentials (Wy): O =0; L =-1.2; A =-1.8 and V = -2.4 MPa. Vaues represent
mean £ SEM (n = 4). Asterisks (*) indicate the time when kinetics stabilized (P <
0.001; see Online Resource 3) and different letters indicate statistical differences
(Yw=-12MPa P<0.001; ¥, =-1.8 and -2.4 MPa: P < 0.01; see Online Resource
4) between environmental treatments (Ctrl: control; +T: elevated temperature; +C:

elevated CO, and +C+T: elevated CO, + temperature)

Fig. 3. Membrane injury index of leaf tissue of maize (a) and pearl millet (b) plants
grown under different CO, concentrations and different temperatures subjected to
water deficit induced by PEG solutions. Values represent mean £+ SEM (n = 4).
Different lowercase letters indicate statistical differences (maize: P < 0.001; pearl

millet: P < 0.05) between environmenta treatments (Ctrl: control; +T: elevated
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temperature; +C: elevated CO, and +C+T: elevated CO, + temperature) in the same
water potential (V) and different capital letters indicate statistical differences (P <

0.001) between W, in the same environmental treatment

Fig. 4. Pigment content of leaf tissue of maize (a) and pearl millet (b) plants grown
under different CO, concentrations and different temperatures after being subjected
to acute heat shock induced in vitro. Values represent mean + SEM (n = 5).
Different letters indicate statistical differences (P < 0.01) between environmental
treatments (Ctrl: control; +T: elevated temperature; +C: elevated CO, and +C+T:

elevated CO, + temperature)
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Table 1 Photosystem (PS) 11 tolerance after acute heat shock in
vitro assessed as the temperature (°C) drop of 15 (T1s) and 50%
(Tso) of PSII maximum quantum yield (F./Fm) of leaf tissue of
maize and pearl millet plants grown under different CO,

concentrations and different temperatures

Photosystem (PS) 11 tolerance after acute heat shock
T15 - Temperature (°C) drop of 15% in F./F,

Maize Pear| millet
Ctrl 3262 + 051 b 3457 + 112 a
+T 3181 + 064 b 3307 + 064 b
+C 3308 + 030 a 3543 £ 109 a
+C+T 3383 + 052 a 3305 + 035 b

Tso - Temperature (°C) drop of 50% in F,/Fp,

Maize Pear| millet
Ctrl 4165 + 039 a 4187 + 076 b
+T 4103 + 033 a 4063 + 068 ¢
+C 4125 + 029 a 4375 + 082 a
+C+T 4167 + 055 a 4201 + 052 b

Values represent mean £ SEM (n = 5). Different letters indicate statistical
differences (P < 0.05). Ctrl: control; +T: elevated temperature; +C: elevated
CO,; +C+T: elevated CO, + temperature
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Online Resource 1 Average values of environmental conditions measurements; CO, concentration (umol mol™), temperature (°C) and relative
humidity (%) in the four environmental treatments applied in the eight open-top chambers used for the cultivation of maize and pearl millet

Maize (cultivation period: March/2013) Pear| millet (cultivation period: July/2013)

[CO,] (umol mol™)  Temperature (°C) Relative humidity (%) [CO,] (umol mol™)  Temperature (°C) Relative humidity (%)
Ctrl 12 405.3 239 725 419.0 23.7 60.1
ctrl 2° 397.9 24.2 74.9 395.0 222 60.1
Mean Ctrl 401.6 24.1 73.7 407.0 230 60.1
+T1 407.3 27.1 71.4 398.0 26.7 59.1
+T 2 396.4 27.2 61.3 375.0 26.6 50.3
Mean +T 401.9 27.2 66.4 386.5 26.7 54.7
+C1 784.4 24.3 719 787.0 24.0 63.4
+C2 781.2 24.8 70.6 779.0 24.0 54.8
Mean +C 782.8 24.6 71.3 783.0 24.0 59.1
+C+T 1 804.2 275 59.1 799.0 234 48.0
+C+T 2 779.0 27.3 61.2 744.0 26.5 51.3
Mean +C+T 791.6 27.4 60.2 7715 25.0 49.7

[CO,]: CO, concentration; Ctrl: control; +T: elevated temperature; +C: elevated CO,; +C+T: elevated CO, + temperature; ® 1 and ® 2: numbers of open-top chambers used in
each environmental treatment
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Online Resour ce 2 Sigmoidal curves fitting for the drop in 15 (T15) and 50% (Tsp) of PSII maximum
quantum yield (F,/Fy) for maize (ato d) and pearl millet (e to h) plants subjected to gradual temperature
increase. Data represent mean + SEM (n=5) for each environmental treatment [Ctrl: control — ambient
CO, concentration (~ 400 umol mol™) and room temperature; +T: ambient CO, concentration (~ 400
umol mol™) and elevated temperature (room temperature + 3°C); +C: elevated CO, concentration (~ 800
umol mol™) and room temperature; +C+T: elevated CO, concentration (~ 800 ymol mol™) and elevated

temperature (room temperature + 3°C)].
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Online Resource 3 Analysis of deviance for stabilization time of electrolyte leakage
from leaf tissue of maize and pearl millet plants grown under different CO;
concentrations and different temperatures subjected to water deficit induced by
polyethylene glycol (PEG) 6000 solutions. Environmental treatment [Ctrl: control —
ambient CO, concentration (~ 400 umol mol™) and room temperature; +T: ambient CO,
concentration (~ 400 umol mol™) and elevated temperature (room temperature + 3°C);
+C: elevated CO, concentration (~ 800 pmol mol™) and room temperature; +C+T:

elevated CO, concentration (~ 800 pmol mol™) and elevated temperature (room

temperature + 3°C)].
Maize
Df Deviance Res. Df Res. Dev. F Pr(>F)?

NULL 59 9762.5
Y 2 1506.9 57 8255.6 60.260 1.876E-13 ***
ctrl Reh. time 4 7194.4 53 1061.2  143.851 <2.2E-16 ***
Yy x Reh.time 8 498.6 45 562.6 4.985 1.850E-04 ***

NULL 59 12044.1
Y 2 2261.2 57 9782.9 68.391 2.277TE-14 ***
T Reh. time 4 82254 53 15576  124.392 <2.2E-16 ***
W\ x Reh.time 8 813.6 45 743.9 6.152 2.362E-05 ***

NULL 59 5518.8
Y 2 1907.22 57 3611.6 82.504 8.851E-16 ***
+C Reh. time 4 2720.61 53 891.0 58.845 <2.2E-16 ***
WY xReh.time 8 370.8 45 520.1 4.010 0.001 **

NULL 59 7155.7
W 2 1811.9 57 5343.8 54,723 8.908E-13 ***
et Reh. time 4 4160.0 53 1183.9 62.821 <2.2E-16 ***
WY xReh.time 8 438.9 45 745.0 3.314 0.005 **

Pear| millet

Df Deviance Res. Df Res. Dev. F Pr(>F) ®

Ctrl NULL 59 10937.2
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Y 2 2420.1 57 8517.1 29.645 6.122E-09 ***

Reh. time 4 6472.7 53 2044.5 39.644 3.302E-14 ***

Yy x Reh.time 8 207.7 45 1836.8 0.636 0.743

NULL 59 10633.7

Y 2 1302.7 57 9331.1 31.204 3.155E-09 ***
T Reh. time 4 8073.6 53 1257.5 96.698 <22E-16 ***

Yy x Reh.time 8 318.2 45 939.3 1.906 0.083

NULL 139 8494.8

Y 2 1667.6 133 6827.2 39.787 1.123E-10 ***
+e Reh. time 4 54765 125 1350.7 65.330 <22E-16 ***

Yy x Reh.time 8 407.7 105 943.1 2432 0.028 *

NULL 59 8280.5

Y 2 1343.8 57 6936.8 68.242 2.363E-14 ***

vt Reh. time 4 6254.6 53 682.1 158.818 <2.2E-16 ***
Y x Reh.time 8 239.1 45 443.1 3.035 0.008 **

Df, degrees of freedom; Ctrl: control; +T: elevated temperature; +C: elevated CO,; +C+T: elevated CO, +
temperature; ® Significance codes: *** P < 0.001; ** P < 0.01; * P < 0.05. Electrolyte leakage kinetics
data are presented in Fig. 2.
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Online Resource 4 Analysis of deviance of electrolyte leakage from leaf tissue of

maize and pearl millet plants grown under different CO, concentrations and different

temperatures subjected to water deficit induced by polyethylene glycol (PEG) 6000 at

the time of kinetics stabilization (8 h). Environmental treatment [Ctrl: control — ambient

CO, concentration (~ 400 umol mol™) and room temperature; +T: ambient CO,

concentration (~ 400 umol mol™) and elevated temperature (room temperature + 3°C);

+C: elevated CO, concentration (~ 800 pmol mol™) and room temperature; +C+T:

elevated CO, concentration (~ 800 pymol mol™) and elevated temperature (room

temperature + 3°C)].
Maize
Df Deviance Res. Df Res. Dev. F Pr(>F)?

NULL 15 304.308

12MPa Temp. 1 27.379 14 276.929 4.412 0.058
[CO,] 1 201.143 13 75.786 32.412 0.000 ***
Temp. x [CO,] 1 1.317 12 74.469 0.212 0.653
NULL 15 757.420

18MPa Temp. 1 87.190 14 670.230 3.122 0.103
[CO,] 1 334.800 13 335.440 11.987 0.005 **
Temp. x [CO] 1 0.270 12 335.170 0.010 0.923
NULL 15 847.560
Temp. 1 61.270 14 786.290 1.834 0.201

-24MPa [CO,] 1 378.010 13 408.280 11.314 0.006 **
Temp. x [CO,] 1 7.360 12 400.920 0.220 0.647

Pear| millet
Df Deviance Res. Df Res. Dev. F Pr(>F) ®

NULL 15 375.400
Temp. 1 28.011 14 347.390 1.207 0.294

L2MPa oo 1 68.517 13 278.880 2.951 0.112
Temp. x [CO,] 1 0.284 12 278.590 0.012 0.914
NULL 15 287.260

-1.8MPa Temp. 1 44.890 14 242.370 2.402 0.147
[COJ] 1 14.861 13 227.510 0.795 0.390
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Temp. x [CO,] 1 3.240 12 224.270 0.173 0.685

NULL 15 719.350
Temp. 1 2.426 14 716.920 0.047 0.831
24MPa oo 1 102.566 13 614.350 2.006 0.182
Temp. x [CO,] 1 0.779 12 613.580 0.015 0.904

Df, degrees of freedom; Temp.: temperature; [CO,]: CO, concentration; Temp. x [CO,]: interaction
between temperature and CO2 concentration; * Significance codes. *** P < 0.001;, ** P < 0.01.

Electrolyte leakage kinetics data are presented in Fig. 2
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Consider acbes finais

E consenso entre os pesquisadores que o aumento da concentragdo de gases de
efeito estufa na atmosfera, sobretudo de didxido de carbono, vem causando inUmeras
alteragdes no clima em diversas partes do globo. Muitos estudos tém descrito o efeito
destas alteracOes sobre plantas e como isso pode impactar outros niveis troficos. Porém,
tendo em vista a gama de espécies existentes nos diversos ecossistemas da Terra, ndo
seria correto extrapolar tal conhecimento para outros ambientes sem certificar-se de que
as respostas séo semelhantes. Da mesma forma, para sistemas manejados, que possuem
geramente um zoneamento climético bem delimitado, € preciso avaliar como as
espécies respondem locamente, para que o conhecimento gerado sgja Gtil como

estratégia de manejo futuro.

As mudancas climaticas previstas pelo IPCC para o fim do século XX| poderéo
afetar de diferentes maneiras as espéci es estudadas nesta pesquisa. As espécies agricolas
apresentaram respostas diferentes de acordo com o tipo de metabolismo fotossintético
que utilizam. Para as C4 (milho e milheto), a elevacdo da concentracdo de CO,
atmosférico e da temperatura melhoraram a tolerancia celular ao deficit hidrico e ao
choque térmico agudo. Porém, o milho se beneficiou mais da elevada concentracdo de
CO,, enquanto o milheto, da elevada temperatura. Entretanto, para a soja, de
metabolismo C3, as mudancas climéticas estudadas diminuiram a termotolerancia do
fotossistema I, o que pode ser evidenciado na reducéo da temperatura de queda de 50%
do rendimento quéantico potencia. Além disso, o conteldo dos pigmentos
fotossintéticos analisados também diminuiu. Esses resultados indicam que se medidas
ndo forem tomadas, as ondas de calor previstas nas proximas décadas podem afetar a

cultura da soja. Contudo, o stress que a planta sofrera na performance fisiolgica sob
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condicdes de mudangas climaticas globais € apenas uma pequena parte do problema. A
diminuicdo da qualidade nutricional das folhas de soja cultivadas sob elevada
concentracdo de CO, tera forte impacto tanto sobre interacBes ecoldgicas benéficas
quanto negativas. A diversidade de seus fungos endofiticos tende a diminuir
drasticamente no cen&rio climatico previsto para 2100. As folhas da soja, menos
nutritivas, sofrerdo também com o consumo compensatério pela lagarta Spodoptera
frugiperda. Esta espécie, que ja é considerada praga, terd um potencial de dano ainda
maior sobre a cultura, podendo comprometer desde o desenvolvimento das plantul as até

o rendimento das colheitas.

Em geral, quase todos os estudos sobre mudangas climéticas vém somar aos
relatérios do IPCC como um derta a humanidade. Os cientistas prevéem que a
producéo de alimentos em todo mundo pode sofrer um impacto dramético nas proximas
décadas devido as mudancas no clima. O aumento da temperatura ameaca o cultivo e a
producdo de véarias espécies agricolas e pode agravar ainda mais o problema da fome
nas partes mais vulneraveis do planeta. Ao mesmo tempo, a fronteira agricola brasileira
avanca sobre ambientes naturais modificando o uso dos solos, sem a no¢do de que pode
estar comprometendo ainda mais as condicdes de cultivo das areas agricolas ja
existentes. Enquanto poténcias econdmicas mundiais temem a crise que isso pode gerar,
paises pobres como os da Africa, e até mesmo grandes produtores como o Brasil, ja
sentem os efeitos que devem se intensificar num futuro préximo. Somada as ateracfes
climaticas, a perda de biodiversidade, que vem ocorrendo numa vel ocidade assustadora,
podera afetar ainda mais os sistemas de producdo devido a perda de servicos
ecossistémicos prestados. Esperase assim, que este trabaho sga relevante para

estratégias de mangjo e conservagdo, tanto dos sistemas agricolas quanto dos
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ecossistemas naturais, e que possa contribuir para discussoes futuras sobre as mudancgas

climaticas globais.
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