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RESUMO

A concentracdo de didxido de carbono (CO,) da atmosfera vem aumentando desde 1750 com
o0 advento da Revolucdo Industrial. Este aumento consideravel, devido as atividades
antropicas, poderd alterar o cendrio atual dos problemas fitossanitarios em algumas décadas. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do aumento da concentracdo de CO, do ar
sobre a ferrugem do eucalipto, causada pelo fungo Puccinia psidii, em mudas de dois clones
de eucalipto: um hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (VM 01) e a espécie E.
urophylla (MN 463), e ainda o efeito do CO, sobre o desenvolvimento das plantas. Foram
realizados experimentos em sala climatizada com as concentracdes de 390, 405, 520 e 700
pmol mol™ e em estufas de topo aberto (“Open top chambers”, OTCs), em campo. Nos
experimentos em OTCs, foram avaliados trés tratamentos: controle sem estufa e sem injecéo
de CO, (concentracdo média de 399 umol mol™), controle com estufa sem injecdo de CO.
(concentracdo média de 412 pmol mol™) e estufa com injecéo de CO, (concentracdo média de
508 pmol mol™). A inoculacdo foi realizada via pulverizacdo de ambas as faces das folhas
com suspensdo de 2 x 10* urediniésporos mL™ de P. psidii, aos 68 e 62 dias ap6s a
implantacdo do experimento em sala climatizada e nas OTCs, respectivamente. De acordo
com os resultados dos experimentos, clones de VM 01 cultivados em ambiente enriquecido
com CO; apresentaram menor area lesionada, nimero médio de pustula por folha, nUmero de
uredinias por amostra e numero médio de esporo por uredinia, diferindo significativamente

das plantas controle. Em clones de MN 463 ndo foram observadas lesdes, resposta de



hipersensibilidade e esporulacdo de P. psidii. Com relacdo as analises de teor de carbono das
plantas, observou-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos. Em oposi¢do, nestas
mesmas plantas, observou-se uma reducdo da concentracdo de nitrogénio, indicando que
condigdes atmosféricas com concentracdo alterada de CO,, podem interferir no processo de
assimilacdo de nitrogénio em plantas de eucalipto. Observou-se ainda uma maior relagdo C/N
em caules e raizes de plantas submetidas aos tratamentos em sala climatizada, quando
comparadas as plantas controle. Nos tratamentos em OTCs, essa relacdo foi maior na analise
de folhas e raizes. Foi observado ainda, que o aumento da concentracdo de CO, favoreceu
caracteristicas de desenvolvimento das plantas, como altura, didmetro, massa seca da parte
aerea, massa seca das raizes e area foliar, diferindo estatisticamente do controle. O efeito do
aumento da concentracdo do CO, ndo interferiu sobre a germinacdo in vitro de urediniésporos

de Puccinia psidii.

Palavras-chave: dioxido de carbono, Eucalyptus, Puccinia psidii, mudanca climatica
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SUMMARY

The concentration of carbon dioxide (CO,) in the air has increased since 1750 due to the
advent of the Industrial Revolution. This considerable increase by anthropogenic activities
may exert several effects on the current situation of phytosanitary problems in a few decades.
The present study aimed to evaluate the effect of increasing CO, concentration in the air over
the eucalyptus rust, caused by the fungus Puccinia psidii in seedlings of two eucalyptus
clones, a hybrid of Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (VM 01) and E. urophylla (MN
463) species, and the effect of CO, on plants growth. Experiments in a climatized room with
concentration of 390, 405, 520 and 700 pmol mol™ and field in open-top chambers (OTCs)
were performed. In experiments with OTCs, three types of treatments were evaluated: control
without OTC and without CO; injection (average concentration of 399 umol mol™), control
with OTC and without CO, injection (average concentration of 412 pmol mol™) and OTC
with CO, injection (average concentration of 508 umol mol™). Spray inoculation with a

suspension of 2 x 10 mL™ uredinispore of P. psidii on both sides of the leaves was performed



after 68 and 62 days of implantation of the experiment in climatized room and in OTCs,
respectively. According to the results of experiments, VM 01 clones cultivated in environment
enriched with CO, had shown less injured area, fewer average number of pustules per leaf,
fewer number of uredinias per sample and fewer mean number of uredinia were scored by
spores, differing significantly from the control plants. In MN 463 clones there were no
injuries, hypersensitivity response and sporulation of P. psidii on leaves. Regarding the
analysis of carbon content of plants, it was observed no differences between the treatments. In
contrast, in these same plants, we observed a reduction in the concentration of nitrogen,
indicating that the atmosphere conditions with increased concentrations of CO, can interfere in
the process of nitrogen assimilation in plants of Eucalyptus. There was also a higher C/N in
stems and roots of plants subjected to treatments in climatized room, when compared to
control plants. In treatments with OTCs, this ratio was higher in the analysis of leaves and
roots. Furthermore, it was observed that the increase of CO; concentration favored features of
plant development, such as height, diameter, shoot dry mass, dry mass of roots and leaf area,
which proved to be statistically different from control plants. The effect of increased CO,

concentration did not affect the in vitro germination of urediniospores of Puccinia psidii.

Keywords: carbon dioxide, Eucalyptus, Puccinia psidii, climate change



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, vem aumentando a quantidade de didxido de
carbono (CO,) na atmosfera, proveniente de varias atividades antropicas, como a queima de
combustiveis fdsseis (carvao, petréleo e gas natural) e de mudancas do uso da terra,
ocasionando a intensidade do chamado efeito estufa (GEE) (SOARES; OLIVEIRA, 2002). Os
gases de efeito estufa tém a capacidade natural de reter o calor na atmosfera, permitindo que as
ondas eletromagnéticas provenientes do sol atravessem a atmosfera e aquecam a superficie
terrestre, dificultando a saida da radiacdo infravermelha emitida pela Terra, mantendo, assim,
o planeta aquecido (SANTOS, 2006). Dentre os gases, 0 CO, é o mais emitido pela acdo do
homem.

Desde 1750, nos primordios da Revolucdo Industrial, a concentracdo
atmosférica de CO, aumentou 31 %, sendo que mais da metade desse aumento ocorreu nos
ultimos cinquenta anos. Durante os primeiros séculos da Revolugdo Industrial, periodo de
1760 a 1960, os niveis de concentragdo de CO, atmosférico aumentaram de 277 pmol mol™
para 317 pmol mol™. Durante as recentes quatro décadas, de 1960 a 2001, as concentracdes de
CO, aumentaram de 317 pmol mol™ para 371 pmol mol™, um acréscimo de 54 umol mol™
(IPCC, 2007a, b). Segundo o IPCC (2007c), a concentracdo desse gas tende a aumentar em até
1000 pmol mol™ no cenario futuro, caso ndo ocorra uma mudanca de comportamento e a
reducdo da emissdo destes gases para a atmosfera.

Segundo Siqueira (2001), as pesquisas voltadas ao efeito de mudangas
climaticas na agricultura brasileira sdo ainda muito restritas. Considerando-se algumas

questdes agroambientais relevantes, pesquisas relacionadas ao manejo do solo, de pragas e



doencas de plantas tornam-se cada vez mais importantes no contexto do efeito estufa, em face
dos impactos ambientais esperados.

A vulnerabilidade da agricultura brasileira, em relacdo a ocorréncia de
doencas de plantas é um assunto estratégico para o pais (BRASIL, 2005 a, b). O atual cenério
dos problemas fitossanitarios serd alterado pelas mudancas climaticas; modificacbes na
importancia relativa das doencas podem ocorrer em algumas décadas. Essas mudancas podem
ser positivas, negativas ou neutras, uma vez que as mudancas climaticas podem diminuir,
aumentar ou ndo ter efeito sobre os diferentes problemas fitossanitarios, em cada regido. Por
esse motivo, a andlise dos possiveis efeitos da mudanca climatica sobre doencas de plantas é
fundamental na ado¢do de medidas efetivas, com a finalidade de evitar prejuizos mais sérios
(GHINI, 2005; HAMADA et al., 2005). Existem poucos relatos sobre os efeitos do CO, sobre
as doencas de plantas. Assim, faz-se necessaria a realizacdo de estudos relacionados ao
assunto.

Altas concentragdes de CO, na atmosfera tendem a favorecer o
desenvolvimento das plantas. Por ser um componente basico da fotossintese, 0 CO, em alta
concentracdo pode promover alteracdes no metabolismo, crescimento e processos fisiologicos
das plantas. Geralmente, essas alteracdes resultam em beneficios para o desenvolvimento das
plantas. Vérios autores chegaram as mesmas conclusdes com diferentes culturas, ecossistemas
naturais e espécies florestais (GHINI et al., 2008).

Com relacdo a problemas fitossanitarios, o0 surgimento e
desenvolvimento de uma doenca sdo resultantes da interacdo de trés fatores: planta suscetivel,
patégeno virulento e ambiente favordvel. O ambiente €, portanto, um componente relevante
nessa interacdo, podendo, inclusive, impedir a ocorréncia da doenca mesmo na presenca de
hospedeiro e patogeno (VALE et al., 2004). Com relacdo aos impactos das mudancas
climaticas sobre as doencas de plantas, o efeito pode ser direto ou indireto, podendo interferir
sobre o0s patdgenos, sobre as plantas hospedeiras ou sobre a interacdo de ambos
(CHAKRABORTY, 2005; GHINI, 2005).

Manning e Tiedemann (1995) verificaram que h& uma tendéncia ao
aumento de doengas de plantas com a elevagdo da concentragdo do CO,. O aumento na
producdo de biomassa das plantas, isto é, o aumento de brotagdes, folhas, flores e frutos,
representam maior quantidade de tecido a ser infectado pelos patégenos. O aumento na



densidade das copas e nos tamanhos das plantas pode facilitar o crescimento, a esporulacao e
disseminacéo de fungos foliares, tais como as ferrugens, que requerem alta umidade relativa
do ar para se desenvolverem.

A ferrugem do eucalipto é causada pelo fungo Puccinia psidii Winter
e, ultimamente, vem preocupando o setor florestal, principalmente pelo aumento de sua
ocorréncia no territdrio nacional e pelos danos causados (FURTADO; SANTQOS, 2001). O
eucalipto era considerado uma cultura praticamente livre de doencas, até a década de 70.
Entretanto, o avanco das areas reflorestadas para regifes mais quentes e imidas, o plantio de
espécies mais suscetiveis e a utilizacdo repetitiva de uma mesma area para plantio, criaram
condicBes favoraveis a ocorréncia de doencas (FURTADO et al., 2008), principalmente a
ferrugem, a qual pode acarretar danos de até 25 % na producdo, no estado de Sdo Paulo
(FURTADO etal., 2001).

As mudangas climéticas provavelmente exercerdo efeitos diversos na
agricultura, especialmente sobre as doencas de plantas. Com o objetivo de avaliar alguns
desses efeitos, nesse trabalho foram testados ambientes que simulam condi¢6es com aumento
da concentracdo de CO,, para avaliar qual o efeito que esse aumento exerce sobre a ferrugem
em um unico ciclo, causada pelo fungo Puccinia psidii, em mudas de dois clones de eucalipto,
um hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (VM 01) e a espécie E. urophylla
(MN 463), bem como o crescimento das plantas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do eucalipto

O eucalipto (Eucalyptus spp.) ocorre naturalmente na Australia,
Indonésia e ilhas proximas, tais como Flores, Alor e Wetar. O género Eucalyptus pertence a
familia Myrtaceae, apresenta uma ampla plasticidade e dispersdo mundial, crescendo
satisfatoriamente em diferentes situacGes edafoclimaticas (SANTOS et al., 2001).

Segundo Martini (2004), o eucalipto foi introduzido na América do
Sul, provavelmente, em 1823, em regides proximas ao Chile. Em meados de 1865, a espécie
foi introduzida na Argentina, pelo Presidente Garcia Moreno. De acordo com Martini (2004),
a data da introducdo do eucalipto no Brasil é por volta de 1868, e presume-se que as primeiras
mudas foram plantas no Rio Grande do Sul por Frederico de Albuquerque.

De 1909 até 1965 haviam sido plantados 470.000 ha de eucalipto no
Brasil, sendo que o estado de SP respondia por 80 % das terras cultivadas com a cultura
(COUTO, 2002). Dados do ultimo levantamento publicado revelam que a cultura expandiu-se
de modo significativo em todo territorio brasileiro. Em 2008, a &rea cultivada com a espécie
foi de 4.258.704 ha, em 2009 foi de 4.516.730 ha, sendo que em 2010 foi de 4.754.334 ha.
Minas Gerais € o maior produtor da cultura, respondendo por 29,4 % do total cultivado,
seguido por Séo Paulo, com 22 %, e Bahia, com 13,3 %. Constata-se crescimento de 5,3 % na
area plantada com eucalipto em 2010, em relagcdo a 2009 (ABRAF, 2011).

O eucalipto é cultivado para os mais diversos fins, tais como, producao
de papel, obtencdo de celulose, lenha, carvao, aglomerado, 6leos para industrias farmacéuticas,
mel, além de ornamentacdo e quebra-vento. Mundialmente, o eucalipto é a arvore mais

plantada, com mais de 20 milhGes de ha. O Brasil possui a maior area plantada, detendo 21 %



do total mundial (IGLESIAS-TRABADO et al., 2011). Em 2010, o Brasil consumiu
aproximadamente 112,9 milhdes m® de toras de eucalipto. O segmento de celulose e papel é o
principal consumidor absorvendo aproximadamente 48,6 % das toras produzidas; o setor
siderurgico, por sua vez, consumiu 29,3 %; carvéao vegetal 13,6 %; painéis reconstituidos 3,9
%; industria madeireira 3,1 % e cavaco de madeira para exportagdo e madeira tratada
consumiram, juntas, 1,5 % das toras produzidas (ABRAF, 2011).

O eucalipto é a cultura mais usada para obtencdo de celulose, pela sua
adaptabilidade a diferentes condicdes climaticas e regionais, apresentando tempo de
crescimento até a idade de corte reduzido em comparacao a pinos, além de possuir uma menor
quantidade de lignina; pois madeira de folhosas deslignifica mais rapidamente (OLIVETTI
NETO, 2007). A cultura do eucalipto se tornou muito importante para o reflorestamento
comercial, devido ao seu rapido crescimento, baixo custo e alta produtividade (HO et al.,
1998; SILVA, 2001).

Atualmente, o Brasil possui uma das areas mais produtivas de
eucalipto do mundo, chegando a atingir produtividade na ordem de 45 a 60 m®ha/ano. Essa
produtividade é alcancada, em grande parte, devido a materiais clonais e alta tecnologia de
implantacdo, conducao e colheita de florestas de eucalipto (COUTO, 2002; MORA; GARCIA,
2000).

As dez espécies de eucalipto mais importantes nas plantacGes florestais
no mundo, em termos de incremento médio anual de madeira, sdo: Eucalyptus grandis, E.
saligna, E. urophylla, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E. citriodora, E. robusta,
E. esxerta e E. paniculata. No Brasil, as espécies mais plantadas sdo o Eucalyptus grandis,
Eucalyptus saligna, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus dunnii (BRACELPA, 2004). Entre
outras espécies, destacam-se o E. cloeziana e o E. citriodora (ESPECIES..., 2001).

No entanto, a produtividade do eucalipto é restringida pela ferrugem,
doenca causada pelo fungo Puccinia psiddii Winter. A ferrugem destaca-se como uma das
doencgas mais severas da cultura (JUNGHANS et al., 2003).

2.2 Ferrugem do eucalipto

A primeira descri¢do da Puccinia psidii no Brasil ocorreu em mudas
de goiabeira por George Winter (MACLACHLAN, 1938; FIGUEIREDO, 2001a). Em 1944
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houve o primeiro relado descrito por Joffily em Eucalyptus citriodora, hoje Corymbia
citriodora, no Estado do Rio de Janeiro (JOFFILY, 1944; COUTINHO et al., 1998). A
primeira epidemia relevante de P. psidii em eucalipto ocorreu em 1973 no Espirito Santo,
onde cerca de 400.000 mudas de E. grandis, oriundas de sementes vindas da Africa do Sul
foram refugadas em decorréncia da doenca (FERREIRA, 1983).

O fungo biotréfico P. psidii apresenta uma distribuicdo geogréfica
ampla (CASTRO et al., 1983). Este patdogeno é endémico na América do Sul, América
Central, nas ilhas do Caribe (LAUDON ; WATERSTON, 1965; DI STEFANO et al., 1998),
na Jamaica (MACLACHLAN, 1938) e na Flérida (MARLATT; KIMBROUGH, 1979;
RAYACHHETRY et al., 1997) e é capaz de infectar diversas espécies de Mirtaceas nativas e
exoticas. Ainda ndo existem evidéncias de ocorréncia de P. psidii na Australia (COUTINHO
et al., 1998), onde é considerada uma doenca quarentendria de alto risco de danos a flora local
ou em plantios comerciais, em virtude de sua alta capacidade de disseminacdo e ampla gama
de hospedeiros (GLEN et al., 2007).

Ja foram descritos como hospedeiros deste fungo 11 géneros e 31
espécies (RAYACHHETRY et al., 2001; COUTINHO et al., 1998). Na cultura do eucalipto,
ja foi relatado P. psidii em E. grandis, E. urophylla, E. nitens, E. phaeotricha, C. citriodora,
E. cloeziana, E. obliqua, E. pilularis, E. saligna (COUTINHO et al.,, 1998) e mais
recentemente em E. globulus (TELECHEA et al., 2003). Como resistentes, destacam-se E.
pellita, E. microcorys e E. urophylla (DIANESE et. al., 1984).

A ferrugem do eucalipto é, atualmente, uma doenca muito comum e
severa em plantacOes suscetiveis & doenga com menos de dois anos de idade. Em florestas
plantadas de E. grandis com 12 meses de idade severamente infestadas com ferrugem,
verificou-se uma reducdo do diametro das arvores em 28 % e reducdo na altura em 35 %,
guando comparadas com as arvores ndo atacadas (SILVEIRA et al., 1998).

Atualmente, principal forma de controle da doenca € o uso de
genotipos de eucalipto resistentes a ferrugem, uma vez que o uso dessa medida apresenta
maior praticidade, menor custo e causa menor impacto ambiental. Outras formas de controle
também utilizadas sdo o uso de fungicidas e colheita de arvores para aproveitamento da
rebrota em épocas desfavoraveis a ferrugem (DE CARVALHO et al., 1998; ALFENAS et al.,
1989).
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2.2.1 Sintomatologia

P. psidii é um patégeno que afeta plantas jovens, viveiros e jardins
clonais. A ferrugem do eucalipto sé ataca plantas jovens com menos de dois anos de idade ou
em rebrotas, sempre em 6rgdos tenros como primardios foliares, terminais de galhos e haste
principal (FIGUEIREDO, 2001b), causando deformacdes dos drgdos, minicancros, perda da
dominéncia apical e, provavelmente, reducdo do crescimento. A presenca de pastulas amarelas
sobre os 6rgdos afetados € o sinal marcante da doenca (ALFENAS; ZAUZA, 2007).

A doenca é também conhecida como ferrugem das mirtaceas, por
infectar importantes mirtaceas florestais e frutiferas como goiabeira, jambeiro, jabuticabeira,
melaleuca, entre outras (FURTADO; MARINO et al., 2003).

P. psidii pode ser facilmente identificado por meio de seu sinal, na
forma de esporulacdo urediniospdrica intensa, pulverulenta e de coloragdo amarela em érgéos
jovens da planta. Os sintomas do ataque iniciam-se com pequenas pontuac6es na parte inferior
das folhas, levemente salientes de coloracdo verde clara ou vermelho-amarelada. Apos duas
semanas, as pontuacdes se transformam em pustulas de ureddsporos amarelos, que aumentam
de tamanho e, em seguida, ocorre a tipica esporulacdo uredospoérica de coloracdo amarela
forte, nos érgdos atacados, que ficam tomados pela infeccdo (RAYACHHETRY et al., 2001;
PRINCIPAIS..., 2001). Os 6érgdos mais suscetiveis a ferrugem sdo os rebentos foliares e as
partes mais apicais dos galhos e haste principal, as quais podem apresentar caracteristicas de
encarquilhamento e esporulacdo acentuada. Quando o ataque € intenso as pustulas se agregam
recobrindo a superficie das brota¢6es do eucalipto, ocasionando morte dos tecidos afetados, 0s
quais adquirem coloracdo negra, devido a ocorréncia de necrose (FERREIRA, 1989;
TOMMERUP et al., 2003).

Nas folhas, as lesdes podem ocorrer dispersas em ambas as faces do
limbo e comumente delimitadas por um halo arroxeado. Adicionalmente, quando o ataque
ocorre nos ramos, as folhas recém-formadas ndo chegam a completar seu desenvolvimento e
apresentam deformacédo (GALLI et al., 1980).

Sob condig¢des ambientais favoraveis, o fungo infecta a parte area de
mudas e de plantas jovens no campo, até o estadio fenoldgico B, que corresponde a cerca de 2
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m de altura (FERREIRA, 1983). O ataque do fungo pode atrasar o desenvolvimento da planta,
acarretar perdas da dominéncia apical e matar brotacdes ap6s o corte raso. Em materiais
altamente suscetiveis, aléem da reducdo do crescimento, eventualmente, pode ocorrer morte da
planta (ALFENAS et al., 2004). Apés o ressecamento das pustulas, as plantas atacadas podem
recuperar-se, emitindo intensa brotacéo; porém, nessas novas brotacdes pode haver recorréncia
da doenca (FERREIRA, 1989).

2.2.2 Etiologia

Os fungos do género Puccinia pertecem a familia Pucciniaceae, ordem
Uredinales (Ferrugens), classe Basidiomycetes (Urediniomycetes). A P. psidii é uma ferrugem
de ciclo incompleto da qual se conhecem seus estadios | — écio (FIGUEIREDO et al., 1984), 1l
— urédia, 111 — télia e IV — basidio (MACLACHLAN, 1938; FERREIRA, 1983). E importante
considerar que o estadio espermogonial, até o momento, ndo foi identificado no fungo P.
psidii. O estadio | — écio, apresenta a mesma morfologia do estadio Il — urédia, e teve sua
ocorréncia identificada, até o momento, apenas no jambeiro (FIGUEIREDO et al., 1984), mas
é possivel que este estadio também ocorra nas demais mirtaceas hospedeiras desse fungo. O
estadio Il é constantemente produzido em condigdes naturais ou em inoculacdes artificiais e,
inclusive, é por meio de suas pustulas uredospdricas, que se faz o diagndstico da doenca em
condicdes de campo. Cada pustula bem desenvolvida pode apresentar mais de 20 urédias, cada
uma com 0,2 - 0,3 mm de diametro. As pustulas podem interligar-se, especialmente quando os
primérdios foliares e as partes apicais tenras dos galhos e da haste principal se mostram
totalmente cobertos pela esporulacdo. Os uredinidsporos variam quanto a forma, podendo ser
periformes, esféricos ou ovais, e medem 10 - 20 x 15 - 25 um.

Em geral, os estadios Il e IV sdo pouco encontrados em ocorréncia
natural da ferrugem do eucalipto. Segundo Ferreira (1989), os teliosporos de P. psidii sdo
pedicelados, bicelulares, clavados, achatadados e muitos apresentam uma papila apical na
parede da célula posterior e medem 15 - 28 x 30 - 60 pm.

Em eucalipto ou outras mirtaceas, ha producdo de teliosporo nas
épocas mais quentes do ano. Em condicGes de temperatura (15 a 25 °C) e umidade favoraveis,

os teliosporos germinam, produzindo basidios com basididsporos. Das infecgdes



13

basidiosporicas em eucalipto ou outras mirtdceas, resultam estruturas e esporos
morfologicamente similares aos estadios de urédia. Nesse caso, seriam do estadio de écio do
tipo uraécio (CUMMINS; HIRATSUKA, 1983); uma vez que, por definicdo, 0s eciosporos
seriam 0s primeiros esporos (unicelulares e ndo produtores de basidios) surgidos apds

infecgBes badisiosporicas das ferrugens.

2.2.3 Epidemiologia

O clima exerce influéncia marcante sobre o desenvolvimento de
doencas, pois pode atuar sobre o patdgeno, sobre o hospedeiro e sobre a interacdo patdgeno-
hospedeiro. O conhecimento das exigéncias climaticas dos fitopatdogenos é de grande
importancia para o entendimento da evolugdo da doenca no campo e para se prever, com certa
exatiddo, a ocorréncia de epidemias em determinadas condi¢des climaticas e agricolas de uma
regido (KRUGNER, 1980).

Para os fungos causadores de ferrugens, o fotoperiodo, a temperatura e
a umidade sdo os fatores que mais influenciam na ocorréncia e severidade da doenca,
interferindo no processo de germinagéo, penetracdo e infeccdo de plantas de eucalipto por
urediniésporos de P. psidii (NUTMAN; ROBERTS, 1963; RUIZ et al., 1989 a, b).

Por inibir a germinacdo de uredinidsporos, a luz impede a penetracdo
do fungo e o processo inicial de colonizagdo, durante o dia. Uredinidsporos germinam
somente no escuro, na presenca de agua livre (entre 6 e 24 h de molhamento foliar), em
temperatura de 10 a 30 °C, com méaximo de germinagcéo entre 15 e 20 °C. Apds a penetragéo e
incubacdo, ocorre a esporulacdo uredinospdrica de P. psidii, por estimulo de luz e
temperaturas proximas a 20 °C. Em mudas de jambeiro, ap6s a realizagdo da inoculagdo
artificial e incubacéo a 20 °C e fotoperiodo de 12 horas, pode-se observar os sintomas iniciais
a partir do segundo ao quarto dia e a esporulacdo a partir do quarto dia. Nestas condicdes, a
esporulacdo maxima ocorre entre 7 e 15 dias de incubacdo. Apos este periodo, as lesdes
tornam-se necroticas e a esporulagdo reduz. Ha indicios de que a luz estimula a producdo de
teliosporos, 0s quais ocorrem nas épocas mais quentes do ano, com médias de temperaturas
proximas a 25 °C. Temperaturas inferiores a 10 °C e superiores a 25 °C sdo desfavoraveis a
infeccdo, colonizagédo e a esporulacdo uredinidsporica de P. psidii em plantas de eucalipto.
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Umidade relativa maior ou igual a 90 %, por no minimo 8 horas diarias, sob temperaturas
medias de 20 °C a 25 °C, causaram aumento na intensidade da doenga (CARVALHO et al.,
1994; RUIZ et al., 1989a, 1989b).

Tessmann ; Dianese (2002) investigaram se compostos provindos da
planta podem estimular a germinacdo de uredinidsporos e observaram que a taxa de
germinacao foi duplicada justamente devido a presenca de compostos produzidos pelas folhas.
Um composto estimulador responsavel por duplicar a taxa de germinacdo dos urediniosporos
foi detectado e denominado hentriacotane, quando presente em concentracdes variando de 20
—~200mg L™

2.3 Impacto das mudancas climaticas na agricultura

A agricultura, entre todos os setores econdmicos, apresenta maior
dependéncia das condicBes climaticas. A elevacdo das temperaturas das areas tropicais e
subtropicais, que incluem a maioria dos paises em desenvolvimento, como o Brasil, afetara
diretamente a producédo agricola.

A mudanca climética podera proporcionar ambientes mais chuvosos ou
secos em algumas regides causando irregularidade na distribuicdo de chuvas. A intensificacéo
de chuvas em determinadas regides pode aumentar o potencial de erosdo, provocar inundagdes
e assoreamento de rios. Em regiGes onde ocorrera auséncia de chuvas por longos periodos
podera haver diminuicdo da cobertura vegetal em decorréncia das secas, expondo o solo a
processos erosivos e de desertificacdo. Existe o0 risco de intrusdo de sais nos estuarios e
aquiferos, especialmente em areas costeiras em decorréncia da elevacdo do nivel do mar
(SIQUEIRA et al., 2001).

Outro fator importante € o aumento da concentracdo de CO; na
atmosfera. Em experimentos de laboratorio, o0 aumento da concentragdo de CO, de 330 para
660 umol mol™ podera aumentar a producéo em 34 % para culturas Cs e 14 % para as culturas
C4 (IPCC, 1996).

Modelos matematicos foram aplicados para o estudo de impactos das
mudangas climaticas sobre a agricultura. Para as culturas do trigo, milho e soja, alguns desses

estudos foram realizados por Siqueira et al. (2001) e indicaram que o efeito estufa podera
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reduzir a produtividade da cultura do trigo, em torno de 30 %, e para a cultura do milho, em
média 16 %. Entretanto, para a cultura da soja, foram observadas projecfes favoraveis, com
um aumento médio de 21 % em sua produtividade. Com relacdo a modificacdo gradual da
concentracdo de CO,, acredita-se que o declinio da produtividade do trigo e do milho seja
mais expressiva ap0s a década de 2030 e, para a soja, as projecdes de aumento da producao
sdo aproximadamente lineares. Outros autores também realizaram estudos semelhantes para a
cultura do café, como Assad et al. (2004) e Pinto et al. (2002), nos quais 0 aumento de 5,8 °C
na temperatura e um incremento de 15 % na precipitacdo pluvial indicaram uma reducdo de
area apta para a cultura superior a 95 % em Goias, Minas Gerais e Sao Paulo, e de 75 % no
Parana.

De acordo com os trabalhos desenvolvidos por Amthor (2001),
estudando efeitos do aumento da concentragdo de CO, na produtividade do trigo, foi
observado aumento da produtividade em 37 % para concentracio de 890 pmol mol™ e de 31 %
para concentragdo de 700 umol mol™.

Mesmo levando em conta os efeitos diretos da fertilizacdo por COs,
estudos baseados em projecGes do clima global e culturas agricolas, feitas no Brasil,
Argentina, Uruguai e Chile, indicam uma redugdo nas produtividades das culturas do milho,
soja, trigo, cevada, batata e uva (IPCC, 1998).

O agravamento do efeito das mudancas climéticas sobre a capacidade
de producdo agricola nos paises em desenvolvimento tem sido tematica de diversos estudos.
Alguns destes estimam que, até o ano de 2080, esses paises perderdo 9 % de sua capacidade de
producdo agricola, na auséncia de medidas precisas de controle das mudancas climaticas.
Dados desses estudos indicam ainda que o potencial produtivo da América Latina podera ser
reduzido em 13 %, uma vez que essa regido esta entre as mais vulneraveis, no que se refere
aos efeitos das mudancas climaticas sobre a produtividade agricola. Ainda segundo esses
estudos, esse potencial podera ser reduzido em até 17 % na Africa e em torno de 9 % na Asia e
no Oriente Médio. Segundo estimativas de trabalhos recentes, a cultura do milho sera
altamente prejudicada, na auséncia de medidas de controle, podendo sofrer uma queda de
produtividade em torno de 10 % até 2055, na América Latina e de surpreendentes 25 % no

Brasil, podendo gerar diversos problemas relacionados com a auséncia de alimento entre
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populacbes que tém essa “commodity” agricola como principal fonte de subsisténcia
(KOTSCHI, 2007; ROSENZWEIG, 2008).

De acordo com Marengo (2001), o aumento da temperatura, ocorréncia
de longos periodos de seca e chuvas restritas a eventos raros e de curta duracdo podem
inviabilizar a producéo de grdos na regido sul do Brasil.

Instituicbes de pesquisa dos Estados Unidos, como o Centro de
Ciéncia e Politica Ambiental da Universidade de Stanford, entre outras, avaliaram o efeito das
mudancas climaticas sobre a producéo de arroz na indonésia e observaram que a probabilidade
de ocorréncia de atrasos por mais de 30 dias das chuvas pode aumentar para 30-40 %, em 40
anos. Esse aumento é extremamente alto, uma vez que atualmente esse aumento encontra-se
entre 9-18 % (NAYLOR, 2007). E importante considerar que os resultados das pesquisas dos
impactos das mudancas climaticas sobre a agricultura sdo muitas vezes contraditorios e que,
para algumas culturas, a dificuldade de estabelecer predi¢des confidveis é maior (MARENGO,
2001).

2.4 Efeito do CO; sobre doencas de plantas

E importante ressaltar o efeito do aumento da concentragdo de CO;
atmosférico no desenvolvimento das plantas. A elevacdo do teor de CO, atmosférico pode
promover alteracbes no metabolismo, crescimento e processos fisiologicos das plantas. Em
algumas décadas, os impactos provocados pelo aumento de CO, atmosférico na fisiologia das
plantas podem modificar o cenério atual de algumas fitopatologias e interferir nas relacGes
patégeno-hospedeiro (CHAKRABORTY et al., 2008; GARRETT et al., 2006; GHINI et al.,
2011; MANNING; TIEDEMANN, 1995).

Em trabalho desenvolvido por Chakraborty et al. (2000), foi
demonstrado o efeito do aumento da concentracdo de CO, sobre as relacGes patogeno-
hospedeiro. Sobre condi¢cdes aumentadas desse gas em Stylosanthes scabra observou-se
reducdo da densidade de estdmatos, aumento do teor de carboidratos nas folhas e maiores
camadas de ceras e células da epiderme. Os autores consideraram que o aumento do teor de

carboidratos estimula o desenvolvimento de patdgenos dependentes de aclcares, como 0S
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fungos causadores de ferrugem; entretanto, a reducdo da abertura dos estdbmatos inibe a
penetracdo destes (MANNING; TIEDEMANN, 1995).

Kobayashi et al. (2006) verificaram que a porcentagem de plantas de
arroz infectadas por Rhizoctonia solani e Magnaporthe oryzae aumentou, sob condi¢bes
elevadas de CO, (em torno de 574 a 650 umol mol™) se comparada as condicdes ambientes
(em torno de 365 a 369 umol mol™). Dessa forma, a eficacia dos mecanismos de resisténcia
das plantas pode ser quebrada mais rapidamente, como resultado do desenvolvimento
acelerado das populagdes dos patégenos (CHAKRABORTY; DATTA, 2003).

McElrone et al. (2010) estudaram o efeito combinatério do aumento de
CO, e da variacao climética natural sobre a Cercospora liquidambaris e C. cercidicola em
Liquidambar styraciflua e Cercis canadensis, respectivamente. O experimento conduzido no
Duke FACE (“Free Air Carbon Dioxide Enrichment™) com 385 umol mol™ e 585 umol mol™
de CO, demonstrou que a incidéncia e severidade da doenca aumentaram com a elevacéo da
concentragéo de CO..

Segundo trabalho desenvolvido por Lessin ; Ghini (2009), em estufa
de topo aberto (OTC), analisando-se a severidade do Microsphaera diffusa em plantas de soja
foi observado aumento da severidade da doenca nos tratamentos com aumento da
concentracéo de CO..

Chakraborty et al. (2000), ao estudarem o efeito da elevacdo de CO, na
producdo e dispersdo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides em Stylosanthes scabra,
verificaram reducdo da severidade da antracnose em ambiente enriquecido com 700 pmol
mol™ de CO,, quando comparado a ambientes com 350 umol mol™.

Strengbom ; Reich (2006), em experimento do tipo FACE, observaram
menor incidéncia de Cercospora sp. e Septoria sp. em plantas de Solidago rigida submetidas a
concentracdo de 560 pmol mol™ de CO,, quando comparadas & testemunha (368 pmol mol™).

Ghini (2005), ao realizar uma revisdo de literatura sobre o assunto,
comenta que algumas doencas serdo favorecidas pelo aumento da concentracdo de CO;
(Fusarium nivale - centeio; Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis - ciclame; Fusarium sp. -
trigo; Cladosporium fulvum - tomate; Seiridium cardinale - Cupressus sempervirens;
Rhizoctonia solani - algoddo; Plasmodiophora brassicae - repolho; Ustilago spp. - cevada,
milho; Puccinia spp. - aveia, centeio, trigo); outras ndo serdo afetadas (Pythium splendens -



18

Poinsettia; Thielaviopsis basicola - Poinsettia; Botrytis cinerea - ciclame; Sclerotinia minor -
alface; Erysiphe graminis - trigo) e algumas serdo desfavorecidas (Rhizoctonia solani -
beterraba acucareira; Phytophthora parasitica - tomate; Colletotrichum gloeosporioides -
Stylosanthes scabra; Xanthomonas campestris pv. pelargonii - geranio; Sphaerotheca pannosa

- roseiras; Puccinia sp. - graminea).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos para o estudo dos efeitos do aumento da concentragéo
de CO; do ar sobre a ferrugem do eucalipto foram conduzidos em sala climatizada e estufas de
topo aberto (OTC, do inglés, “open top chambers”), da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — Embrapa Meio Ambiente, localizada na cidade de Jaguaritna — SP (latitude
22°41° S., longitude 47° 00” W. e altitude de 570 m).

3.1 Sala climatizada

A sala climatizada foi mantida com temperatura média de 23 + 2 °C,
umidade relativa de 50 % e fotoperiodo de 12 horas, com a iluminagdo fornecida por cinco
lampadas fluorescentes e cinco lampadas luz do dia (Acrolux®) 20000 lux por bloco (Figura
1).
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Figura 1. Sala climatizada onde foram mantidas as caixas plasticas contendo as mudas de
eucalipto submetidas aos tratamentos de altas concentracGes de CO,.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco
repeticdes, contendo quatro concentragdes de CO,: 390 pmol mol™, 405 pmol mol™, 520 pmol
mol™ e 700 pmol mol™. Cada parcela foi constituida por uma caixa pléstica (20 x 32 x 32 cm)
fechada por uma lamina de vidro.

Para obter as concentracbes de CO, no interior da caixa foram
realizadas injecdes de CO, puro proveniente de um cilindro de 25 quilogramas do gas
liquefeito. A partir do cilindro, o gas passa pelo manémetro de controle de volume e pressao e
por uma valvula solendide, segue em dire¢do a um fluxémetro, o qual regula a vazédo de CO..
Em seguida, este gas é conduzido para o interior das caixas contendo as plantas, através da
passagem por um divisor, do qual saem tubos de igual comprimento. A abertura da valvula
solendide foi ajustada para abrir 0,5 segundo a cada 50 minutos. Para homogeneizar o CO; no
interior da caixa foi utilizado um compressor programado para ligar por 15 minutos e desligar
por 15 minutos, injetando ar externo a sala, através de um tubo, para dentro das caixas.

Dois tratamentos testemunha foram utilizados, um consistindo de
caixas com concentracdo de 390 umol mol™ de CO,, sem injecdo de ar e sem injecéo de CO,

(Figura 2A) e outro, com caixas que recebiam injecdo de ar e sem inje¢do de CO, totalizando
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aproximadamente 405 umol mol™ de CO, (Figura 2B). Os demais tratamentos consistiam de
diferentes concentracdes de CO,: 520 pmol mol™, com injecdo de ar e de CO», através de um
tubo (Figura 2C) e 700 pmol mol™, com injecdo de ar e de CO,, através de dois tubos de CO,

(Figura 2D). As concentracfes de CO, das caixas foram monitoradas com uso de um

analisador de gas infravermelho (IRGA), marca Vaisalla, modelo 343.

B —

Figua;-Z‘. Caixas pléstEas contendo mudas dos clones de eucalipto submetidas ao tratamento
com aumento da concentracio de CO,. (A) 390 pmol mol™, (B) 405 pmol mol™, (C) 520 pmol
mol™ e (D) 700 pmol mol™.

As mudas foram produzidos por miniestaquia, em tubetes plasticos
conicos (50 ml de capacidades) contendo substrato a base de Pinus. No primeiro experimento,
para as analises ndo destrutivas, utilizaram-se oito mudas por caixa plastica, sendo quatro
mudas de cada clone. Para o segundo experimento, de analises destrutivas, 0 nUmero de mudas

utilizadas foi doze, sendo seis de cada clone.
3.2 Estufa de topo aberto

As estufas de topo aberto (OTCs) utilizadas no experimento possuem
formato circular, estrutura de perfilados perfurados de 1,5 m de comprimento (galvanizacéao
eletrolitica, chapa 22), dos quais 0,6 m encontravam-se enterrados no solo. As laterais das
OTCs apresentavam filmes de polietileno transparente de espessura de 150 um, os quais
ofereciam prote¢&o contra raios ultravioleta (Figura 3).
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L

Figura 3. ufa d po aberto Os.

A transferéncia do CO, puro contido no cilindro de 25 quilos para os
OTCs ocorre do seguinte modo: inicialmente, o gas passa pelo manémetro de controle de
volume e presséo, em dire¢do a um tubo de cobre com 5 mm de diametro, enterrado 15 cm no
solo, até um controlador de fluxo, que regula a quantidade de CO, distribuido em cada parcela.

As parcelas sem injecdo de CO, e semelhantes & descrita foram
utilizadas para comparacdo das condi¢des atmosféricas atuais. Adicionalmente, utilizaram-se
parcelas controle, sem nenhuma estrutura de OTCs, a fim de verificar o efeito da estrutura
sobre as plantas. Do mesmo modo que na sala climatizada, as concentragcdes de CO, foram
monitoradas diariamente, com analisador de gas infravermelho (IRGA).

Assim como na sala climatizada, nas OTCs utilizou-se o delineamento
experimental casualizado em blocos, com trés repeticdes e trés concentracdes de CO,: 399
umol mol™ (controle, sem estufa e sem injecdo de CO,), 412 pmol mol™ (controle com estufa
e sem injecdo de CO,) e 508 pmol mol™ (estufa com injecdo de CO,). O experimento foi
conduzido entre o periodo de agosto a novembro de 2010, época do ano mais favoravel a
Puccinia psidii (Figura 4). O plantio das mudas foi realizado em parcelas de 1,9 m de
diametro. As parcelas foram constituidas por 34 plantas (17 de cada clone).
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Figura 4. Temperatura do ar (°C) e umidade relativa do ar (%) em OTC.

3.3 Conducéo da cultura

Foram utilizados nos experimentos dois clones de eucalipto: um
hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (VM 01) e a espécie E. urophylla (MN
463). As mudas do hibrido VM 01 e da espécie MN 463 foram cedidas pela empresa V;M
Florestal Ltda.

Para os experimentos na sala climatizada, aos 45 dias ap0s estaquia, 0S
tubetes foram transferidos para as caixas plasticas contendo diferentes concentracfes de CO..
A fim de padronizar as mudas, as mesmas foram submetidas a podas, deixando-as com dois
pares de folhas. No interior das caixas plasticas foram colocados quatro litros de vermiculita
de granulacdo média, para manter a umidade e sustentar os tubetes. Durante a realizacdo do
experimento, a cada dois dias, foram feitas adubagdes com 2 ml por tubete com solucéo
nutritiva contendo nitrato de célcio: 750 g 1000 L*; nitrato de potéssio: 500 g 1000 L™;
monoamonio fosfato: 150 g 1000 L™*; sulfato de magnésio: 400 g 1000 L™; ferro quelatado:
13,8 g 1000 L™; 4cido bérico: 1,5 g 1000 L™; sulfato de manganés: 1,5 g 1000 L™; sulfato de
zinco: 0,5 g 1000 L™; sulfato de cobre: 0,15 g 1000 L™ e molibdato de sédio: 0,15 g 1000 L™,
produzida pela Qualifértil Comércio e Representacfes Ltda, cuja condutividade elétrica foi

ajustada para 2,3 dS m™.
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Para o experimento das OTCs, o plantio das mudas foi realizado aos
60 dias apos estaquia. A adubacao foi realizada a cada 15 dias com 25 g de cloreto de potéssio,
10 g de cloreto de célcio, 6 g de monoamonio fosfato e 5 g de sulfato de aménio, dissolvidos
em 12 L de &gua, suficientes para 500 mudas. O sistema de irrigacdo por gotejamento foi

acionado manualmente, conforme as necessidades das plantas.
3.4 Obtencao do inoculo de Puccinia psidii

Urediniosporos de Puccinia psidii foram coletados com auxilio de
pincel n°4, a partir de folhas lesionadas de plantas de Eucalyptus grandis e multiplicados em
plantas de jambeiro (Syzygium jambo (L.) Alston). A suspensdo de uredinidsporos foi
preparada em agua destilada contendo Tween 80 (0,05 %) e calibrada em camara de Neubauer
na concentracdo de 2 x 10* urediniésporos mL™. A suspensdo foi mantida sob constante
agitacdo, com uso de um agitador magnético para homogeneiza¢do. A Figura 5 abaixo

esquematiza os processos de obtencdo e germinacdo dos uredinidsporos de Puccinia psidii.

Figura 5. Obtengdo e germinacgdo dos urediniésporos de Puccinia psidii. Pustulas contendo
urediniésporos em folha de jambeiro (A), esporos de P. psidii em microtubos tipo “eppendorf”
(B), uredinidsporos em suspensao (C), germinacdo de um urediniésporo com formacdo do
tubo germinativo (D).

3.5 Inoculagéo

O método de inoculacéo utilizado foi a pulverizagdo em ambas as

faces das folhas ao final da tarde, com auxilio de pulverizador manual de capacidade de 0,5 L.
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Apos a inoculacdo, as plantas foram mantidas em cdmara Umida durante 12 horas no escuro.
Essa condicdo € necessaria para que ocorra germinacdo, uma vez que a Puccinia psidii
germina no escuro e sob alta umidade.

A inoculacéo das plantas em todas as parcelas foi realizada aos 68 e 62

dias ap6s a implantacdo do experimento em sala climatizada e nas OTCs, respectivamente.

3.6 Avaliac0es realizadas

3.6.1 Quantificacdo da area lesionada por ferrugem através de analise de imagem

A fim de determinar a porcentagem de area lesionada nas folhas de
eucalipto, presentes na sala climatizada e nas OTCs, utilizou-se o software ASSESS 2.0
(American Phytopathological Society, St. Paul, MN, USA), de andlise de imagem para
quantificacdo de doencas de plantas; a partir de fotografias, em fundo contrastante, das folhas
lesionadas (Figura 6).

| ile Edrt View !m\qe Hm chl (;: ions Hacw Window Help

| o|a|e|a] o|x|a|w| oo m[u]o[ml[—!I7+[-u u|m|. |

& CAUsers\Rodrigo\Pictures\DSCOBSS2PG 163242263 AT = 137 [ Automatic Panel w
FI l

Color Plane
TSTO0 (e E

Lesion I L'a'b I g{ |

Smooth (Median] |

=7 ==l |

1°;-~->~IJ°L=~I o

r e “w
: XGC
Show Manual Panel

Area (2353 Lesion [1.99

Percert [8.43 Count

i

lCahbmum. x ratio = 0,006645, y ratio = 0,006700, pexel ares = 0,000045 Meas. unit: cm <982 695

Figura 6. Imagem fornecida pelo software ASSESS 2.0 mostrando a area de uma folha de
eucalipto lesionada por ferrugem.

A ferrugem do eucalipto foi avaliada em um Unico ciclo aos 11, 14 e
17 dias ap6s a inoculacdo (d.a.i.) para o experimento em sala climatizada e aos 14, 17 e 20
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d.a.i. para o experimento nas OTCs, em quatro plantas de cada clone por tratamento, no
segundo e terceiro par de folhas de ramos previamente marcados (SOUZA, 2008), em
amostras nao destrutivas. O indice médio da porcentagem de area lesionada foi transformado

em area abaixo da curva de progresso da doenca da area lesionada (AACPDal).

3.6.2 Quantificacdo de pustulas, uredinias e esporos de Puccinia psidii

Para quantificar as pustulas, uredinias e esporos de P. psidii, foram
avaliados em um Unico ciclo o segundo e terceiro pares de folhas aos 12, 15 e 18 d.a.i. e aos
15, 18 e 21 d.a.i. para sala climatizada e OTCs, respectivamente. Para avaliar o nimero médio
de pustulas por folha e uredinias por area foliar (1,13 cm?), cada folha foi avaliada em
microscopio estereoscopico. Para avaliacdo de nimero medio de esporos por uredinia, foram
colocados quatro discos de area foliar de cada planta em um tubo de ensaio contendo 2 mL de
agua destilada e Tween 80 (0,1 %). Posteriormente, os tubos foram agitados em vortex por 5
minutos, realizando-se duas leituras, em camara de Neubauer, por tubo (TEIXEIRA et al.,
2005). As analises foram realizadas em duas plantas por parcela, com cinco repeticdes, em

sala climatizada e quatro plantas por parcela, com trés repeti¢des, nas OTCs.

3.6.3 Determinacao dos teores de carbono e nitrogénio

Para determinacdo dos teores de carbono (C) e nitrogénio (N) nas
folhas, caule e raizes das plantas dos experimentos conduzidos na sala climatizada e nas
OTCs, agrupou-se quatro plantas de cada clone, pertencentes a um mesmo tratamento, para se
fazer uma amostra composta. Cada amostra composta foi seca em estufa de circulacéo forcada
de ar, na temperatura de 50 °C, até atingirem peso constante. Depois de secas, as amostras
foram trituradas em moinho de facas (peneira com abertura de malha de 2 mm) e moinho de
bolas (peneira com abertura de malha de 0,42 mm). Em seguida, as amostras compostas foram
analisadas quanto ao teor de C e N, através do método da combustdo seca, em analisador
elementar, do tipo TruSpec CHN (LECO®) no Laboratério de Solo e Agua da Embrapa Meio
Ambiente.
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Apos a calibracdo do aparelho foi colocado 0,2 g da amostra padrdo
BARLEY 502-277 (C=45,20 + 0,28 %, N=1,69 + 0,03 %, LOT=1007) e, em seguida, as
mesmas quantidades das amostras a serem analisadas foram colocadas em um recipiente de
estanho, o qual foi levado para combustdo seca no analisador elementar. O equipamento
utiliza o software TruSpec CN® para a apresentacdo dos resultados e subtrai os valores
referentes a amostra “branco” (oxigénio, ar sintético e hélio), passada pelo equipamento para
calibracdo, daqueles referentes as amostras analisadas (SANTOS, 2011). Adicionalmente,

calculou-se a relagdo C/N em cada amostra composta, submetidas a cada tratamento.
3.6.4 Caracteristicas de desenvolvimento do eucalipto

Foram avaliadas algumas  caracteristicas importantes do
desenvolvimento do eucalipto, a fim de avaliar o efeito das diferentes concentragdes de CO,
sobre os clones. Dentre essas caracteristicas, avaliou-se a altura, didmetro, massa seca da parte
aérea, massa seca das raizes e area foliar. Para a caracteristica altura das plantas foram
realizadas avalia¢Oes a cada quinze dias, determinando-se o comprimento das plantas do solo
ou substrato até o apice da haste principal e calculada a area abaixo da curva de progresso da
altura (AACPA). Para medir o didmetro da base dos caules das plantas foi utilizado um
paquimetro digital. Para as avaliacbes de massa seca de parte aérea e das raizes, no final dos
experimentos, as plantas foram lavadas para a remoc¢do de sedimentos e, em seguida, foram
secas até peso constante, em estufa de circulacdo forcada de ar, na temperatura de 50 °C e
pesadas em balanca semianalitica. Para a determinacdo da area foliar, avaliou-se o quarto par
de folhas de seis plantas de cada clone, em scanner de &rea foliar LI-COR, modelo LI-3100

Area Meter, andlises que foram destrutivas e realizadas ao final do experimento.
3.7 Teste de germinagao in vitro

O fungo foi obtido de folhas de jambeiro lesionadas pela ferrugem e
ajustou-se a suspensdo para 2 x 10* urediniésporos mL™, como explicado anteriormente. Uma
aliquota de 100 pL da suspenséo foi colocada em placas de Petri (60 x 16 mm) contendo agar-
4gua (2 %) com estreptomicina e tetraciclina na concentracdo de 30 mg L™, cada. As placas
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abertas foram mantidas no escuro, em sala climatizada, na temperatura de 20 + 2 °C e
acondicionadas em caixas plasticas contendo papel filtro umedecido e com quatro
concentragdes de CO, (390 pmol mol™, 405 umol mol™®, 520 pmol mol™ e 700 pmol mol™)
(Figura 7), com trés placas sem a tampa por parcela e cinco repeticdes. Apos 3, 6, 9, 12 e 24
horas foi colocada uma gota de lactofenol por placa, para paralisar a germinagéo, e avaliou-se
a germinacgdo de 100 esporos em microscopio 6tico. Considerou-se germinado o esporo com
comprimento do tubo germinativo maior que seu diametro (PRITCHARD; BELL, 1967).

Figura 7. Teste de germinacdo de urediniosporos de Puccinia psidii, in vitro, em sala
climatizada.

3.8 Analise estatistica

Os experimentos foram instalados em delineamento em blocos
casualizados (DBC). Foi realizada andlise de variancia para comparar o efeito de diferentes
concentracdes de CO, sobre a ferrugem do eucalipto e sobre o desenvolvimento das mesmas,
por meio do teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Os dados foram analisados pelo programa
estatistico SISVAR® verséo 5.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho possibilitaram avaliar o efeito do
aumento da concentracdo de CO, do ar sobre a ferrugem do eucalipto, bem como no
desenvolvimento das plantas. Esse efeito foi avaliado com diferentes concentraces de COy,
em sala climatizada (390, 405, 520 e 700 pmol mol™ de CO,) e em OTC (399, 412 e 508 umol
mol™ de CO,), avaliando-se a érea lesionada, nimero de lesdes, quantidade de uredinias e
esporos, além dos teores de carbono e nitrogénio e outros parametros relacionados ao

desenvolvimento das plantas.

4.1 Efeito do aumento da concentracdo de CO, do ar sobre a ferrugem em mudas

clonais de eucalipto

4.1.1 Quantificacdo da area lesionada por ferrugem por meio de andlise de imagem

Os resultados referentes ao efeito do aumento da concentracdo de CO,
sobre a ferrugem do eucalipto, utilizando o método de analise de imagem das lesdes da doenca
revelaram que no clone VM 01, tanto em sala climatizada (Figura 8), quanto em OTCs (Figura
9), a area lesionada das folhas foi menor em altas concentracGes de CO,. A analise da area
abaixo da curva de progresso da doenca da area lesionada (AACPDal) em sala climatizada
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mostrou que esta foi significativamente menor nas concentragdes de 520 e 700 pmol mol™
que nas concentracdes de 390 e 405 pmol mol™ (Figura 8). Adicionalmente, é importante
considerar que entre as duas menores (390 e 405 pmol mol™) e maiores concentracdes (520 e

700 umol mol™) ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas.
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Figura 8. Area abaixo da curva de progresso da doenca da éarea lesionada (AACPDal) de
Puccinia psidii no clone VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis),
cultivado em diferentes concentracdes de CO, (390 pmol mol™, 405 pmol mol™, 520 umol
mol™ e 700 pmol mol™) em sala climatizada. Médias seguidas pela mesma letra néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Analizando-se os resultados obtidos por meio da andlise da area abaixo
da curva de progresso da doenca da area lesionada (AACPDal) em OTC, ainda referentes ao
clone VM 01, observou-se reducéo significativa na AACPDal na concentragdo de 508 pumol
mol™, a maior concentracdo avaliada. Entretanto, entre as duas menores concentracdes
analisadas (399 e 412 umol mol™), ndo houve diferenca significativa (Figura 9), confirmando
que a estrutura da OTC ndo influenciou os resultados da analise de AACPDal, uma vez que as
plantas submetidas & concentracdo de 399 pmol mol™ de CO, ndo foram mantidas em uma
estrutura de OTC.
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Figura 9. Area abaixo da curva de progresso da doenca da éarea lesionada (AACPDal) de
Puccinia psidii no clone VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis),
cultivado em diferentes concentracdes de CO, (399 pmol mol™, 412 pmol mol™ e 508 pmol
mol™) em OTC. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Para o clone MN 463, entretanto, ndo foram observadas lesGes e
resposta de hipersensibilidade de P. psidii, impossibilitando a anélise da AACPDal.

Ja foi demonstrado que o aumento da concentracdo de CO, na
atmosfera pode influenciar diretamente nos processos fisiolégicos da fotossintese, respiracéo e
transpiracdo das plantas (CHMURA et al., 2011) e que fungos biotréficos, como o agente
etioldgico da doenca em estudo, tém um longo periodo de interacdo fisiologica com o
hospedeiro, nutrindo-se de células vivas (SCHUMMANN; D' ARCY, 2006). A influéncia
direta do CO, na fisiologia das plantas altera o crescimento destas e pode também alterar a
colonizacdo do patogeno biotrofico nos tecidos do hospedeiro (EASTBURN et al., 2011),
conforme observado no presente trabalho, uma vez que os resultados aqui apresentados
confirmam a ocorréncia de uma alteracdo no processo de colonizacdo de P. psidii nas folhas
de eucalipto, como revelam os resultados da AACPDal, para ambos os experimentos (sala
climatizada e OTC).

McElrone et al. (2005), ao estudar o efeito do aumento da
concentracdo de CO, no patossistema Acer rubrum x Phyllosticta minima, observaram

reducéo significativa da area lesionada em 35 %, 50 % e 10 % em trés anos consecutivos de
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avaliacdo das plantas submetidas & concentracdo de 200 umol mol™ acima da concentracéo
ambiente, em experimento em Duke FACE (“Free Air Carbon Dioxide Enrichment”). Esses
resultados corroboram com os resultados de AACPDal do presente trabalho (Figuras 8 e 9).

A reducdo da lesdo de Colletotrichum gloeosporioides também foi
verificada em plantas de Stylosanthes scabra em concentragdes elevadas de CO; (700 pmol
mol™) quando comparada & concentracéo de 350 pmol mol™ de CO, (PANGGA et al., 2004).
Do mesmo modo, em experimento de SoyFACE, EASTBURN et al. (2010) observaram
reducdes significativas na severidade da Peronospora manshurica em soja, entre 39 e 66 %
nos trés anos de estudo, em concentragdes elevadas de CO; (550 pmol mol™).

Entretanto, o trabalho realizado por McElrone et al. (2010),
comparando o ambiente (385 pumol mol™ de CO,) com altas concentracdes desse gas (586
umol mol™), demonstra o aumento da éarea lesionada de Cercospora liquidambaris e C.
cercidicola em Liquidambar styraciflua e Cercis canadensis, respectivamente, indicando que
esse efeito pode ser bastante variavel, de acordo com o patossistema; possivelmente porque,
conforme ja foi demonstrado, o ambiente pode influenciar tanto a suscetibilidade da planta
hospedeira quanto a multiplicacdo, a sobrevivéncia e as atividades do patégeno. Ainda com
relacdo a essas observacGes, é valido ressaltar que os efeitos poderdo ser também contrarios
nas diversas fases do ciclo de vida do patdgeno e da cultura (COAKLEY; SCHERM, 1996).

4.1.2 Quantificacdo de pustulas, uredinias e esporos de Puccinia psidii

A partir da analise do efeito do aumento da concentracdo de CO, sobre
0 numero de pustulas, uredinias e esporos de Puccinia psidii, realizada em clone VMO01 (ja
gue no clone MN 463 ndo houve esporulacdo), feitas aos 12, 15 e 18 d.a.i. em sala climatizada
e aos 15, 18 e 21 d.a.i. em OTCs, foi possivel observar tendéncias semelhantes ao longo do
periodo analisado (Figuras 10 e 11).

Com relacdo ao numero de pustulas por folha, pode-se observar
reducéo significativa em plantas submetidas as concentrages de 520 e 700 pmol mol™, aos 15
e 18 d.a.i., em sala climatizada (Figura 10A). Conforme esperado, os resultados da analise do
namero de uredinias (Figura 10B) foram semelhantes aos relativos ao nimero de pustulas,

observando-se reducéo significativa nas maiores concentracdes de CO, (520 e 700 pmol mol
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1. Entretanto, para a anlise do nimero de pUstulas (Figura 10A) e esporos (Figura 10C) aos
12 d.a.i., concentragdes maiores ou menores de CO;, ndo foram fatores limitantes para essa
variavel, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas para esse tempo, nas
diferentes concentracGes de CO, Ainda com relacdo as analises do nimero de esporos por
uredinia, em plantas submetidas as concentraces de 520 e 700 umol mol™ de CO,, aos 15 e
18 d.a.i., observou-se uma menor quantidade de esporos.

Adicionalmente, conforme observado para analise da AACPDal, para
as outras trés variaveis analisadas (Figuras 10A, B, C) ndo houve diferenca significativa entre
as duas menores e as duas maiores concentracdes de CO, entre si, nos tempos analisados,

exceto para o tempo 18 d.a.i., com relagdo ao numero de esporos por uredinia (Figura 10C).
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Figura 10. Numero médio de pustulas por folha (A), nimero médio de uredinias por discos de
area foliar (1,13 cm?) (B) e nimero médio de esporos por uredinias (C) de Puccinia psidii no
clone VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) aos 12, 15 e 18 dias ap0s a
inoculagdo (d.a.i.), cultivado em diferentes concentracdes de CO, (390 umol mol™, 405 pmol
mol™?, 520 pmol mol™ e 700 pmol mol™) em sala climatizada. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
probabilidade.
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Avaliando-se os resultados obtidos pela anélise do nimero de pustulas por folha
(Figura 11A), namero de uredinias por area (Figura 11B) e nimero de esporos por uredinia
(Figura 11C), foi observada uma reducdo significativa de todas essas variaveis, na
concentracdo de 508 pmol mol™ de CO,, em todos os tempos avaliados. Entre as duas outras
concentracdes de CO, avaliadas (399 e 412 pmol mol™), ndo houve diferencas significativas
entre os tempos analisados para o0 numero de pustulas por folha e nimero de uredinias por
area, exceto para o nimero de esporos por uredinia, aos 15 d.a.i., onde observou-se menor
nGmero de esporos por uredinia sobre influéncia da concentragéo de 412 umol mol™ de CO,
(Figura 11C).
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Figura 11. Numero médio de pustulas por folha (A), nimero médio de uredinias por discos de
area foliar (1,13 cm?) (B) e nimero médio de esporos por uredinias (C) de Puccinia psidii no
clone VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis), 15, 18 e 21 dias ap06s a
inoculagdo (d.a.i.), cultivado em diferentes concentracdes de CO, (399 umol mol™, 412 pmol
mol? e 508 pmol mol®) em OTC. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Estudo semelhante foi realizado por Santos (2011), no qual se
verificou que o aumento da concentracdo de CO; resultou na diminui¢cdo da incidéncia e
severidade da murcha de Ceratocystis em mudas clonais de Eucalyptus urophylla x E.
camaldulensis e de E. urophylla.

Em trabalho realizado por Runion et al. (2010), mudas de Pinus taeda
e Quercus rubra inoculadas com Cronartium quercuum f.sp. fusiforme se beneficiaram com o
aumento da concentracdo de CO, (720 pmol mol™), que resultou em menor incidéncia da
doenca, quando comparadas as plantas submetidas a concentracdo de CO, presente no
ambiente (365 pmol mol™), conforme também foi observado nesse trabalho.

Hibberd et al. (1996), em estudo sobre o efeito do aumento da
concentracdo de CO, sobre o oidio em cevada, também observaram reducdo da incidéncia da
doenca. Segundo os autores, devido as mudancas ocorridas nas folhas do hospedeiro (aumento
do acumulo de ceras cuticulares e papilas) nos locais de penetracdo do fungo, que atuaram
como barreiras fisicas ao desenvolvimento do patdgeno. Segundo Runion et al. (2010), a
incidéncia da doenca é controlada, em grande parte, pelo crescimento do hospedeiro. O
crescimento da planta em maiores concentracfes de CO, deve fornecer maior area de
superficie para a infeccdo, tanto de patdgenos obrigatérios quanto facultativos. Entretanto, se a
planta apresentar condi¢fes nutricionais adequadas, a capacidade de resistir a infeccdo por
patégenos pode ser aumentada. Resultados de maior desenvolvimento das mudas de eucalipo
sobre 0 aumento da concentracdo de CO, foram observados nesse trabalho e essas mudas
apresentaram menor numero médio de pustulas por folha, nimero médio de uredinias por
discos de éarea foliar e nimero médio de esporos por uredinias de Puccinia psidii (Figuras 10 e
11), além de menor AACPDal (Figuras 8 e 9), possivelmente em funcdo da maior capacidade
de resisténcia a doenca, referida por Runion et al. (2010), uma vez que as plantas receberam

quantidades adequadas de agua e nutrientes.
4.2 Determinacéao dos teores de carbono e nitrogénio em mudas clonais de eucalipto
Em plantas do clone MN 463 ndo foi observada influéncia das maiores

concentracdes de CO, sobre 0s teores de carbono e nitrogénio e relacdo C/N para folhas, caule

e raizes. Entretanto, nas raizes, houve uma reducgédo nos teores de N em funcdo do aumento da
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concentracdo de CO; (Tabela 1). O clone VM 01, por sua vez, apresentou teores reduzidos de
nitrogénio e aumento na relacdo C/N em folhas, caule e raizes, em fun¢do do aumento das
concentracdes do CO,. Entretanto, para os teores de carbono, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos.

Comparando-se clones VM 01 e MN 463, pode-se observar maior teor
de carbono em folhas do clone MN 463, em todas as concentragcdes de CO, avaliadas (Tabela
1).

Tabela 1. Teores de carbono, nitrogénio e relacdo C/N nas folhas, caule e raizes nos clones
VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em
diferentes concentracdes de CO, (390 pmol mol™, 405 pmol mol™, 520 umol mol™ e 700
umol mol™) em sala climatizada.

Concentracoes de Nitrogénio (g kg™) Carbono (g kg™?) Relagdo C/N
CO, (umol mol™) Clones
VM 01 MN 463 VM 01 MN 463 VM 01 MN 463
Folhas
390 25,84 bcA 26,79 aA 491,60 aA 50340 aB 19,20 abB 18,91 aA
405 27,00 cA 25,15 aA 488,80 aA 503,80 aB 18,16 aA 20,22 aA
520 24,00 abA 25,88 aA 493,20 aA 506,00 aB 20,69 bcA 19,65 aA
700 22,60 aA 2584 aB 493,30 aA 503,80 aB 21,86 cB 19,55 aA
CV (%) 6,81 0,93 7,14
Caule
390 10,13 bA 10,44 aA 469,00 aA 469,20 aA 46,91 aA 45,81 aA
405 10,29 bA 9,34 aA 467,40 aA 472,60 aA 4570 aA 52,13 aA
520 8,81 abA 9,99 aA 466,60 aA 471,40 aA 53,64 abA 47,89 aA
700 8,39 aA 9,40 aA 467,00 aA 47160 aA 56,18 bA 50,63 aA
CV (%) 10,02 0,89 10,08
Raizes
390 12,20 bA 12,01 bA 474,40 aA 479,60 aB 39,35 abA 40,11 aA
405 12,16 bB 11,12 abA 473,20 aA 477,20 aB 39,08 aA 43,15 aB
520 10,86 aA 11,17 abA 475,80 aA 477,40 aA 4391 bcA 4390 aA
700 9,99 aA 10,69 aA 477,40 aA 477,60 aA 47,90 cA 44,72 aA
CV (%) 6,52 0,63 6,37

Médias seguidas pela mesma letra, minusculas nas colunas (concentragdo de CO,), e
mailsculas nas linhas (clones), ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5 % de probabilidade.
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No experimento realizado em OTC, com o0 aumento da concentragéo
de CO; verificou-se reducao dos teores de nitrogénio em folhas, caule e raizes, em ambos 0s
clones (Tabela 2). Entretanto, do mesmo modo observado no experimento realizado em sala
climatizada, o aumento da concentragdo de CO, ndo influenciou os teores de carbono das
plantas avaliadas em OTC, quando comparadas com plantas controle. Em ambos os clones
houve reducdo da relagdo C/N em folhas, em fungdo do aumento da concentracdo de CO»,
contrastando com o observado para o experimento realizado em sala climatizada.

De maneira oposta ao ocorrido em folhas, em caule e raizes houve
aumento da relacdo C/N de ambos os clones, sendo este significativo em caules do clone MN
463, na concentracdo de 412 umol mol™ e raizes do clone VM 01, na concentragdo de 508

umol mol™ (Tabela 2).

Tabela 2. Teores de carbono, nitrogénio e relacdo C/N nas folhas, caule e raizes nos clones
VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em
diferentes concentracées de CO, (399 umol mol™, 412 pmol mol™ e 508 pmol mol™) em
OTC.

Concentracdes de Nitrogénio (g kg™) Carbono (g kg™?) Relagdo C/N
CO, (umol mol™) Clones
VM 01 MN 463 VM 01 MN 463 VM 01 MN 463
Folhas
399 25,30 bA 26,79 bA 501,83 aA 502,83 aA 24,29 cA 21,70 bA
412 22,63 abA 23223 aA 501,00 aA 502,67 aA 22,16 bA 21,25 bA
508 20,51 aB 2358 aA 498,00 aA 500,00 aA 19,91 aB 18,85 aA
CV(%) 5,78 0,51 5,16
Caule
399 3,45 bA 4,00 bB 47950 aA 468,33 aA 141,55 aB 118,47 aA
412 2,88 aA 3,09 aA 463,33 aA 474,67 aA 162,25 aA 153,95 bA
508 2,89 aA 352 abB 478,00 aA 458,33 aB 16542 aB 132,31 abA
CV(%) 12,80 2,27 11,94
Raizes
399 6,57 bA 6,36 bA 480,67 aB 474,67 aA 73,17 aA 75,60 aA
412 6,40 abB 5,78 aA 479,67 aA 474,00 aA 74,67 abA 82,33 bB
508 5093 aA 586 aA 481,33 aA 478,33 aA 81,67 bA 81,67 bA
CV(%) 5,04 0,74 5,43

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas (concentracdo de COy), e
mailsculas nas linhas (clones), ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5 % de probabilidade.
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A diminuicdo dos teores de nitrogénio em ambientes com altas
concentragdes de CO, pode ser devida ao maior desenvolvimento das plantas e
consequentemente, a um “efeito de diluicdo” do nitrogénio total (RUNION et al., 2010).
Entretanto, segundo Makino (2003), a diminuicéo dos teores de nitrogénio foliar ndo é devido
a esse “efeito de diluigdo” causado pelo aumento da area foliar ou biomassa da planta, mas
pela alteracdo da alocacdo do nitrogénio na planta.

McElrone et al. (2005) também verificaram uma reducdo nos teores de
nitrogénio e aumento da relacdo C/N em 20 %, quando plantas de Acer rubrum foram
submetidas ao aumento da concentracdo de CO,. Contudo, os resultados obtidos por Eastburn
et al. (2010) e McElrone et al. (2010) ndo revelaram variagdes significativas nos teores de
nitrogénio e da relacdo C/N entre a condicdo ambiente e 0 aumento da concentracdo de CO»,
indicando que as alteracGes quimicas que ocorrem nas plantas sobre influéncia do aumento da
concentracdo de CO,, dependem de varios fatores, como a espécie estudada e o nivel de
exposicéo ao CO..

O impacto de niveis de nutrientes sobre o crescimento de Eucalyptus
grandis por influéncia de concentracdes elevadas de CO, foi analisado em um experimento em
camara de crescimento, desenvolvido por Conroy et al. (1992). Os resultados indicaram que o
crescimento de E. grandis foi estimulado pelo aumento da concentracdo de CO, através de
uma ampla gama de nitrogénio e disponibilidade de fosforo, e que o grau da estimulacdo do

crescimento era dependente dos niveis de nutrientes.

4.3 Efeito do aumento da concentracdo de CO;, do ar sobre o desenvolvimento de
mudas clonais de eucalipto

As mudas de ambos o0s clones apresentaram maior porte,
desenvolvimento e volume de raiz, quando submetidas ao aumento da concentracdo de CO,,
sendo que o desenvolvimento das mudas foi visualmente proporcional ao aumento da

concentragédo de CO; (Figura 12).
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Figura 12. Desenvolvimento das mudas de eucalipto dos clones VM 01 (hibrido de
Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) (A) e MN 463 (E. urophylla) (B), submetidos a
diferentes concentragdes de CO, em sala climatizada.

Os resultados do trabalho de Duff et al. (1994), estudando o efeito do
aumento da concentragdo de CO, sobre o desenvolvimento de Eucalyptus tetrodonta,
revelaram que plantas submetidas & concentracéo de 700 umol mol™ de CO; apresentaram um
aumento significativo na biomassa total, altura, raiz, massa seca e area foliar, de modo
semelhante ao observado no presente estudo (Figura 12). Pangga et al. (2004) também
observaram que plantas de Stylosanthes scabra submetidas ao aumento da concentracdo de
CO, (700 pmol mol™) apresentaram aumento da altura, nimero de ramos, biomassa e area
foliar, entre 18 e 39 % maior que na concentracdo de 350 umol mol™ de CO;, resultados

similares aos observados neste estudo.
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4.3.1 Altura das plantas de eucalipto

Em funcdo do aumento da concentracdo de CO,, houve incremento na
altura das plantas de ambos os clones, tanto no experimento realizado em sala climatizada
(Tabela 3), quanto em OTC (Tabela 4). Em sala climatizada, esse acréscimo em plantas
submetidas a injecBes de CO, (520 e 700 umol mol™) foi 17 % e 19 % significativamente
maior nos clones VM 01 e MN 463, respectivamente, que em plantas controle (submetidas a
390 e 405 pmol mol™), sendo importante observar que a altura ndo variou significativamente

entre as duas maiores concentragfes do gas (Tabela 3).

Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da altura (AACPA) nos clones VM 01 (hibrido
de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes
concentracdes de CO, (390 pmol mol™, 405 umol mol™®, 520 pmol mol™ e 700 pmol mol™)
em sala climatizada.

Concentracdes de CO, (pmol mol™) Média
390 405 520 700
VM 01 888,96 aA 937,43 aA 1066,76 bA 1072,16 bA 991,33 A
MN 463 905,96 aA 857,21 aB 1053,63 bA 1045,86 bA 965,67 A
Média 897,46 a 897,32 a 1060,19 b 1059,01 b

CV(%) 8,42
Meédias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Clones

Em experimento em OTC, com injecdo de 508 umol mol™ de CO,, o
acréscimo da altura em clones VM 01 e MN 463 foi significativamente maior, 17 % e 22 %,
respectivamente, quando comparados as plantas controle. Diferentemente das analises em sala
climatizada, em OTC, foi estudado o efeito de apenas uma concentracdo aumentada de CO
(508 pmol mol™). Além disso, como esperado, ndo houve diferenca significativa da AACPA
entre as plantas controle, confirmando novamente que a estrutura ndo influenciou as variaveis
estudadas (Tabela 4).
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Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso da altura (AACPA) nos clones VM 01 (hibrido
de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes
concentragdes de CO, (399 umol mol™, 412 pmol mol™ e 508 pmol mol™) em OTC.

Clones Concentracdes de CO; (umol mol™) Média
399 412 508
VM 01 2682,01 aA 2797,35 aA 3231,63 bA 2848,25 A
MN 463 2597,72 aA 2708,00 aA 3249,67 bA 2788,27 A
Média 2639,86 a 2752,68 b 3240,65 ¢
CV (%) 12,94

Meédias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Para a maioria das espécies de plantas, o aumento da concentracdo de
CO; no ar promove uma elevacdo da fotossintese (AMTHOR, 1995) e uma maior eficiéncia
do uso da agua, o que pode resultar em incremento no crescimento das plantas (ROGERS;
DAHLMAN, 1993). De acordo com Malhi et al. (2002), a duplicagédo da concentracdo de CO,
na atmosfera favorece o crescimento das arvores entre 10 % e 70 % e aumenta a producéo de
biomassa.

Chakraborty et al. (2000) observaram acréscimo de 10 % da altura em

plantas de Stylosanthes scabra quando enriquecidas com CO, (700 umol mol™).

4.3.2 Diametro das plantas de eucalipto

O Aumento da concentracdo de CO; no ar resultaram em aumento do
diametro da base do caule em mudas de eucalipto, de ambos os clones, tanto em sala
climatizada (Tabela 5), quanto em OTC (Tabela 6), ressaltando que esse aumento foi
significativo, quando comparadas com as plantas controle (390 e 405 pmol mol™, em sala
climatizada) e (399 e 412 umol mol™, em OTC).
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Tabela 5. Diametro da base do caule (mm) dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus
urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentragdes de CO,
(390 pmol mol™?, 405 umol mol™, 520 pmol mol™ e 700 pmol mol™) em sala climatizada.

Clones Concentragdes de CO, (umol mol™) Média
390 405 520 700

VM 01 1,93 aA 1,96 aA 2,31 bA 2,32 bA 2,13 A

MN 463 1,96 aA 1,98 abA 2,16 bcA 2,25 cA 2,08 A

Média 194 a 197 a 2,23 b 2,28 b

CV(%) 11,59

Meédias seguidas pela mesma letra, minusculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 6. Diametro da base do caule (mm) dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus
urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentragdes de CO,
(399 umol mol™, 412 pmol mol™ e 508 pmol mol™) em OTC.

Clones Concentracdes de CO, (umol mol™) Média
399 412 508

VM 01 6,97 aA 7,06 aA 8,71 bA 743 A

MN 463 7,03 aA 6,98 aA 8,91 bA 7,49 A

Média 7,00 a 7,02 a 8,81 b

CV (%) 12,34

Meédias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Runion et al. (2010) também observaram aumento significativo do
diametro em mudas de Pinus taeda em ambientes com CO, elevado (720 pmol mol™). Do
mesmo modo, Cheng (2009) observou aumento do didametro da base do caule em plantas de
Ulmus americana e Quercus rubra submetidas a concentragdes elevadas de CO, (540 pumol
mol™), quando comparadas ao controle (360 pumol mol™). No trabalho realizado por Niu et al.
(2011), foi observado aumento do didametro da raiz em plantas de Arabidopsis thaliana
submetidas a concentragdo de 800 pmol mol™ de CO,, quando comparadas as plantas controle
(350 pmol mol™). Esse aumento do diametro da raiz observado pelos autores foi atribuido ao

estimulo da sinalizacéo de auxina, por influéncia do aumento das concentraces de CO; e que
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concentragcOes adequadas de auxina endogena e de seus transportadores sdo fundamentais para
a regulacio do desenvolvimento da raiz induzida pelo aumento de CO,. E possivel que no
presente estudo possa ter ocorrido aumento da sinalizacdo desse hormonio, por influéncia do
CO, aumentado, resultando em aumento do didmetro do caule, em ambos os clones (Tabelas 5

e 6), e no maior desenvolvimento das plantas dos tratamentos com aumento de CO,.

4.3.3 Area foliar de eucalipto

Os resultados obtidos pela anélise da éarea foliar revelaram que o
aumento da concentracdo de CO; no ar resultou em aumento da area foliar em ambos os
clones de eucalipto (Tabelas 7 e 8).

Comparando-se plantas controle, submetidas as concentracfes de 390
e 405 pmol mol™ de CO, com plantas com injegdo de 520 e 700 pmol mol™ desse gas, em sala
climatizada foi observado um aumento significativo da area foliar de 188 % em plantas do
clone VM 01 e 141 % em plantas do clone MN 463. Ao comparar clones relativos aos
tratamentos com 520 e 700 pmol mol™ foi observado que plantas do clone VM 01
apresentaram maior area foliar que aquelas relativas ao clone MN 463, diferindo-se
significativamente (Tabela 7).

Tabela 7. Area foliar (cm?) das folhas dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x
E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentracdes de CO, (390 pumol
mol™, 405 pmol mol™, 520 pmol mol™ e 700 umol mol™) em sala climatizada.

Clones Concentracdes de CO, (umol mol™) Meédia
390 405 520 700

VM 01 4,52 aA 4,73 aA 13,52 bB 13,17 bB 8,98 B

MN 463 4,30 aA 4,73 aA 10,95 bA 10,85 bA 7,71 A

Média 441 a 4,73 a 1223 b 12,01 b

CV(%) 16,19

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e mailsculas nas colunas, nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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O mesmo tipo de andlise descrito no item anterior foi realizada para o
experimento em OTC, no qual observou-se aumento da area foliar em 25 % e 26 % para
clones VM 01 e MN 463, respectivamente, no tratamento com injecio de 508 pmol mol™ de
CO,, quando comparandos aos controles. Conforme esperado e ocorrido em outras analises,
plantas controle submetidas a 399 e 412 pmol mol™ ndo diferiram significativamente entre s
(Tabela 8).

Tabela 8. Area foliar (cm?) das folhas dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus urophylla x
E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentracdes de CO, (399 umol
mol™, 412 umol mol™ e 508 pmol mol™) em OTC.

Clones Concentracdes de CO, (umol mol™) Média
399 412 508

VM 01 22,57 aA 24,19 bB 29,17 cA 24,63 A

MN 463 23,38 aA 22,14 aA 28,75 bA 2441 A

Média 22,97 a 23,17 a 28,96 b

CV (%) 12,08

Meédias seguidas pela mesma letra, minusculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

Chakraborty et al. (2000) demonstraram que, em ambientes com
aumento da concentracdo de CO, (700 pmol mol™), plantas de Stylosanthes scabra
apresentaram area foliar 47 % maior que plantas controle (350 umol mol™). Segundo
Dermody et al. (2006), com base em diversos estudos, mencionou que concentracdes elevadas
de CO; resultam em aumento da area foliar e promovem um fechamento do dossel.

Ceulemans et al. (1995) também observaram aumento significativo no
indice de area foliar de 18 % para clone de Populus trichocarpa x P. deltoides e 8 % para P.
deltoides x P. nigra em ambiente com concentragéo elevada de CO, (700 pmol mol™), quando

comparados aos controles submetidos a concentragdes ambientais desse gas.



4.3.4 Massa seca da parte aérea e das raizes das plantas de eucalipto

da parte aérea e das raizes em sala climatizada e OTC foi semelhante. Em ambos os
experimentos, para ambos os clones observou-se aumento significativo da massa seca da parte
aérea e das raizes, nos dois clones estudados, em plantas com injecdo de CO,, quando
comparadas com plantas controle (Tabelas 9 e 10). No experimento em sala climatizada, ndo

foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com injecdo de CO, (520 e

A influéncia do aumento da concentracdo de CO, sobre a massa seca

700 pmol mol™), bem como entre as plantas controle (390 e 405 pmol mol™) (Tabela 9).

Tabela 9. Massa seca da parte aérea e das raizes dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus
urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentraces de CO,

(390 pmol mol™?, 405 umol mol™, 520 pmol mol™ e 700 pmol mol™) em sala climatizada.

Clones Concentracdes de CO, (pmol mol™) Média
390 405 520 700
Parte aérea ()
VM 01 1,400 aA 1,500 aA 3,750 bB 3,550 bA 255 B
MN 463 1,100 aA 1,250 aA 3,200 bA 2,200 bA 2,19 A
Média 1,25 a 1,28 a 348 b 338 b
CV(%) 23,76
Raizes ()
VM 01 0,169 aA 0,192 aA 0,404 bB 0,366 bA 0,28 B
MN 463 0,168 aA 0,174 aA 0,319 bA 0,340 bA 0,25 A
Média 0,17 a 0,18 a 0,36 b 0,35 b
CV(%) 23,76

Meédias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e maiusculas nas colunas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 10. Massa seca da parte aérea e das raizes dos clones VM 01 (hibrido de Eucalyptus
urophylla x E. camaldulensis) e MN 463 (E. urophylla) em diferentes concentragdes de CO,
(399 pmol mol™?, 412 umol mol™ e 508 pmol mol™) em OTC.

Clones Concentragdes de CO, (umol mol™) Média
399 412 508
Parte aérea

VM 01 47,00 aB 45,50 aA 59,42 bA 49,73 B
MN 463 43,25 aA 44,08 aA 59,67 bA 4756 A
Média 45,13 a 44,79 a 59,54 b
CV (%) 10,73

Raizes
VM 01 17,17 aA 15,75 aA 24,83 bA 18,73 A
MN 463 15,54 aA 16,17 aA 25,83 bA 18,27 A
Média 16,35 a 15,96 a 25,33 b
CV (%) 19,74

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas, e mailsculas nas colunas, nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

O aumento da concentracdo de CO, na atmosfera pode causar efeitos
benéficos na fisiologia das plantas. O aumento da biomassa em plantas submetidas a
concentragdes elevadas de CO, é, em grande parte, atribuido ao aumento da fotossintese. No
entanto, os efeitos benéficos podem ser suprimidos por limitacbes de nutrientes (STITT;
KRAPP, 1999). Roden et al. (1999), em estudo com mudas de Eucalyptus pauciflora,
observaram um aumento de 30 % da fotossintese e de 53 % de biomassa em mudas
submetidas a concentracdes elevadas de CO, (700 pmol mol™) quando comparadas ao
controle (350 pmol mol™). Em Eucalyptus camaldulensis, plantas cultivadas em ambiente
enriquecido com CO, (1200 pmol mol™) apresentaram incremento 26 % e 23 % na taxa
fotossintética e peso das plantulas, respectivamente (KIRDMANEE et al., 1995).

Os resultados do presente trabalho, indicados na tabela 9 e tabela 10,
corroboram com aqueles apresentados no trabalho de Niu et al. (2011), no qual foi observado
maior desenvolvimento do sistema radicular em plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a
concentracdes de 800 umol mol™® de CO,. Nessas plantas, as raizes apresentaram-se mais
densas e ramificadas que as raizes do grupo controle (350 pmol mol™). Esse aumento do

sistema radicular, assim como a profundidade de crescimento das raizes finas foram
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observadas em varios estudos (LUKAC et al., 2003; NORBY et al., 2004; PRITCHARD et al.,
2008).

Em tomateiro, 0 aumento da concentracdo de CO, (800 pmol mol™)
resultou em comprimento significativamente maior das raizes, bem como em aumento do

diametro da raiz e volume radicular (WANG et al., 2009).

4.4 Efeito do aumento da concentracdo de CO; do ar sobre a germinacéo in vitro de

uredinidsporos

As maiores concentracdes de CO, do ar ndo influenciaram a taxa de
germinacdo dos esporos. E possivel que o CO, ndo tenha interferido no patdgeno de forma
direta; provavelmente, essa interferéncia deve ter ocorrido sobre o hospedeiro, que pode ter
desenvolvido uma resposta de defesa mais efetiva ou mesmo barreiras estruturais mais

desenvolvidas.

Tabela 11. Teste de germinacao in vitro de uredinidsporos de Puccinia psidii, 3, 6,9, 12 e 24
horas, em diferentes concentracdes de CO, (390 pmol mol™, 405 pmol mol™, 520 pmol mol™
e 700 pmol mol™) em sala climatizada.

Concentracdes de CO, (umol mol™)

Horas
390 405 520 700
3 32,73 A 33,27 A 31,67 A 32,53 A
6 53,20 A 52,13 A 52,00 A 53,33 A
9 66,73 A 64,87 A 67,60 A 63,93 A
12 74,53 A 76,40 A 72,87 A 75,73 A
24 83,47 A 84,47 A 85,07 A 86,13 A

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5 % de probabilidade.

Estudo semelhante foi realizado por McElrone et al. (2005), no qual

verificaram-se que, em concentragdes elevadas de CO, (560 umol mol™), o fungo Phyllosticta
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minima apresentou crescimento radial 17 % maior que na concentragio de 360 umol mol™ de
CO..

Em estudo semelhante, a concentracdo de 700 pmol mol™ de CO,
atrasou o crescimento do tubo germinativo e a formacdo de apressério de Colletotrichum
gloeosporioides em plantas de Stylosanthes scabra, comparando-se com crescimento
observado nas plantas controle, submetidas a concentracdo de 350 pmol mol™ de CO,,
adiando o desenvolvimento dos sintomas (CHAKRABORTY et al., 2000). Entretanto,
diversos estudos tém mostrado que a elevacdo de CO, ndo tem efeito sobre a germinacédo de
conidios (MANNING; TIEDEMANN, 1995; HIBBERD et al., 1996). A reducdo do efeito da
ferrugem do eucalipto demonstrada no presente trabalho pode ter sido devido a modificacfes
fisioldgicas e bioguimicas provocadas nas plantas, por efeito das concentracdes elevadas de
CO,, como: aumento do contetdo de carboidrato, lignina e componentes de defesa (RUNION
etal., 1999) e aumento da relacdo C/N (TORBERT et al., 2000).

Os resultados do presente trabalhos sdo pioneiros com relagdo a analise
do efeito de concentragdes alteradas de CO, sobre a ferrugem do eucalipto e indicam reducéo
da severidade da doenca nas plantas, bem como um menor desenvolvimento do patégeno.
Entretanto, é importante considerar que outras varidveis climaticas serdo alteradas alem das
estudadas no presente trabalho, como aumento da temperatura e alteracfes da precipitacao.
Segundo Furtado et al. (2008), o aumento da temperatura e as alteraches nas estacoes
climaticas como aumento do periodo de seca durante os meses de junho, julho, agosto e
setembro apontam para um decréscimo de epidemia da ferrugem do eucalipto nas atuais
regides de plantio. Entretanto, nos plantios da regido sul do Brasil, as epidemias poderéo se
intensificar. De acordo com Mafia et al. (2011) e Furtado et al. (2008), em regides com maior
temperatura, a ferrugem do eucalipto podera se tornar menos frequente.

De modo geral, a possivel ocorréncia de aumento da temperatura
média e reducdo da precipitacdo pluviométrica, em fungédo do efeito estufa poderdo exercer
algum efeito sobre o0s estresses abidticos aos quais as plantas estdo submetidas, favorecendo a
ocorréncia de doengas que sdo intensificadas pela debilitacdo fisiolégica do hospedeiro
(MAFIA etal., 2011).

E importante considerar que estudos sobre os possiveis efeitos

das mudangas climaticas sobre espécies florestais s@o bastante escassos, especialmente no que
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se refere as interagdes planta-patdgeno. Os resultados demonstrados nesse estudo apresentam
fortes evidéncias de efeitos positivos do aumento da concentracdo de CO, no ar sobre o
desenvolvimento do eucalipto e na reducdo do efeito da ferrugem; entretanto, pesquisas
adicionais sdo necessarias para melhor direcionar essas investigacdes, especialmente em
condigdes naturais de campo, onde diversos outros fatores podem influenciar os efeitos da
doenga sobre 0 hospedeiro.
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5 CONCLUSOES

e O aumento da concentracdo de CO, do ar reduz a area lesionada causada por Puccinia
psidii em mudas clonais de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis.

e A elevacdo do CO, no ar reduz o nimero de pustulas de Puccinia psidii por folha,
uredinias por area e esporos por uredinia em mudas clonais de Eucalyptus urophylla x
E. camaldulensis.

e Em mudas clonais de E. urophylla ndo foram observadas lesdes, resposta de
hipersensibilidade e esporulacdo de P. psidii nas folhas.

e A alta concentragdo de CO, no ar aumenta a altura, didmetro da base do caule, area
foliar e massa seca de mudas clonais de Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis e de
E. urophylla.

e Altas concentraces de CO, ndo afetam a germinacdo dos urediniésporos de P. psidii.
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