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1 RESUMO

A intensificacdo da atividade antropica tem resultado em significativo aumento da
concentracdo de CO, atmosférico, o qual podera provocar alteragdes no ciclo das doencas de
plantas. Assim, foram realizados dois ensaios em ambiente controlado com o objetivo de
avaliar o efeito de elevadas concentracdes de CO, sobre o desenvolvimento da murcha
causada por Ceratocystis fimbriata em dois clones de eucalipto (um hibrido de Eucalyptus
urophylla x E. camaldulensis e outro da espécie E. urophylla). Mudas clonais de eucalipto
foram cultivadas em tubetes mantidos em caixas plasticas com injecdo de ar e CO, puro até
atingir as concentracdes de 550 e 900 pmol mol™ e em caixas com e sem a injecao de ar (sem
injecdo de CO.), que foram utilizadas como testemunhas (380 e 390 pmol mol™,
respectivamente). Apds 70 dias de crescimento nesses ambientes no primeiro ensaio € 57 no
segundo, as hastes das mudas foram inoculadas com 100uL de uma suspensdo de conidios de
C. fimbriata (2,5x10° mL™). Nos ambientes com elevada concentragdo de CO,, as mudas
apresentaram menor severidade e incidéncia da doenca, assim como um maior periodo de
incubacdo. O desenvolvimento das mudas de eucalipto (altura, diametro da haste, area foliar,
peso de raizes e parte aérea) foi maior nos tratamentos com injecdo de CO,, diferindo
significativamente das testemunhas. No primeiro ensaio, a analise do teor de carbono das
folhas e hastes das mudas de eucalipto ndo apresentou diferengas entre os ambientes com e
sem injecdo de CO,. O teor de carbono das raizes foi significativamente menor nas mudas

mantidas a 550 pmol mol™ de CO, quando comparadas com as mantidas em 390 umol mol™



de CO,. No segundo ensaio, as folhas e hastes das mudas cultivadas em altas concentracgdes de
CO, apresentaram maior teor de C quando comparadas a testemunha 380 pmol mol™ de CO,.
N&o houve diferenca do teor de C das raizes e de N das hastes. A quantidade de N das folhas e
raizes foi menor nos ambientes enriquecidos com CO, quando comparados com as
testemunhas. N&o houve diferenga significativa entre as concentragdes de 550 e 900 pmol
mol™ de CO, e entre as testemunhas para as avaliaces relacionadas a doenca. Os resultados
demonstram que o aumento da concentracdo de CO, pode alterar o ciclo da murcha de

Ceratocystis e 0 desenvolvimento dos clones de eucalipto.

Palavras-chave: dioxido de carbono, Eucalyptus, Ceratocystis fimbriata, mudanca climatica.
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2 SUMARY

The disturbances caused by the intensification of human activity have resulted in a significant
increase in atmospheric CO, concentration, which may cause changes in the cycle of plant
diseases. Thus, two trials were performed in a controlled environment in order to evaluate
the effect of elevated CO, concentrations was evaluated on the development of wilt caused by
Ceratocystis fimbriata in two clones of eucalyptus (hybrid of Eucalyptus urophylla x E.
camaldulensis and another hybrid of E. urophylla). The seedlings were grown in tubettes kept
in plastic boxes with injection of air and pure CO, until it reaches the concentrations of 550
and 900 pmol mol™ and in boxes with and without the injection of air (without CO; injection),
which were used as controls (380 and 390 pmol mol™, respectively). After 70 days of
growth in these environments in the first trial and 57 in the second the stems of the plantlets
were inoculated with 100 mL of a conidial suspension of C. fimbriata (2.5 x 10°> mL™). In
settings with high concentrations of CO,, the plantlets had lower severity and incidence of the
disease, as well as longer incubation period. The development of eucalyptus plantlets (height,
stem diameter, leaf area, weight of roots and shoots) was higher in treatments with CO,

injection, differing significantly from controls. In the first trial, carbon analysis from leaves



and stems of plantlets of eucalyptus showed no differences between settings with and without
CO; injection. The carbon content of roots was significantly lower in plantlets held at 550
umol mol™ CO, compared to those maintained at 390 pmol mol™ CO,. In the second trial,
from leaves and stems of plantlets in high CO, concentrations had higher C content compared
to the control 380 umol mol™ CO,. There was no difference in the content of C the roots and
from N of the stems. The quantity of N from leaves and roots was lower in environments
enriched with CO, compared with the controls. There was no significant difference between
the concentrations of 550 and 900 pumol mol™ CO, among the controls for the assessments
related to the disease. The findings demonstrate that the increase in the concentration of CO,
can change the cycle of the Ceratocystis wilt and the development of the clones of eucalyptus.

Keywords: carbon dioxide, Eucalyptus, Ceratocystis fimbriata, climate change.



3 INTRODUCAO

Nos altimos anos, o uso intenso de combustiveis fosseis como fonte de
energia e modificacdes no uso da terra tém colaborado para uma maior emissdo de gases de
efeito estufa. Em decorréncia do aumento da concentracdo desses gases, estdo ocorrendo
mudancas no clima do planeta, como a elevacdo da temperatura na superficie terrestre. Desde
o final do século XIX, a temperatura média da Terra aumentou aproximadamente 0,74 °C e
estima-se que em 2100 deva atingir de 1,8 a 4 °C. Mudancas nos padrfes de chuvas e ventos,
aumento no nivel do mar, entre outras alteracbes também devem ocorrer devido a
intensificacdo do efeito estufa (IPCC, 2007).

Essas transformacGes fisicas no planeta poderdo afetar a agricultura,
pois se trata de uma atividade amplamente dependente de fatores climaticos. As alteracdes
podem afetar a produtividade e 0 manejo das culturas, as quais podem resultar em sérias
consequéncias sociais, econdmicas e politicas. As condicdes de adaptacao de estabelecimentos
agricolas a mudanca do clima podem ser variaveis, colocando-os em posi¢fes mais ou menos
vulneraveis, em funcdo de diferentes cenarios climaticos. Segundo as previsdes de longo
prazo, as regides tropicais e subtropicais serdo as mais afetadas pela mudanca do clima (NAE,
2005).

Dentre os gases mais emitidos pelas acbes humanas que intensificam o

efeito estufa estdo o dioxido de carbono (CO,), 0z6nio (O3), metano (CH,) e 0xido nitroso



(N20). O principal gas responsavel pelo efeito estufa é o CO, A queima de combustiveis
fésseis e 0 desmatamento sdo os fatores que mais contribuem para a sua emissdo. Segundo o
IPCC (2007), a concentracdo de didxido de carbono sofreu um aumento a partir da Revolugéo
Industrial de 280 pumol mol™ para 379 umol mol™ em 2005, ultrapassando as taxas naturais
dos Gltimos 650 mil anos (180 a 300 umol mol™). Modificacdes nas atividades antropicas
devem ocorrer para reduzir a emissdo de gases na atmosfera, sendo a concentracdo de didxido
de carbono tende a aumentar em até 1000 pmol mol™ em um cenério futuro pessimista. Desde
2000, a taxa de crescimento da concentracdo de CO, aumentou mais rapidamente do que nas
décadas anteriores (CANADELL et al., 2007).

Os cenérios futuros sdo agrupados em quatro familias (Al, A2, Bl e
B2), segundo o Relatorio Especial do IPCC sobre Cenérios de Emissdes (SRES, 2000), os
quais exploram estratégias de desenvolvimento alternativo, para varias regides de forcas
econdmicas e tecnoldgicas diferentes, resultando em diferentes emissdes de gases de efeito
estufa. O cenério Al admite crescimento mundial econdmico muito rapido, uma populacdo
global alcancando o pico em meados do século e uma répida entrada de tecnologias novas e
mais eficientes. Al € dividido em trés grupos que apresentam opc¢des da mudanca tecnoldgica:
intensivo uso de combustiveis fosseis (AL1FI), recursos de energia ndo fosseis (A1T) e um
equilibrio em todas as fontes de energia (A1B). B1 propde um mundo convergente, com a
mesma populacdo global, como Al, mas com mudancas mais rapidas nas estruturas
econbémicas em direcdo a uma economia de servicos e informacdes. B2 descreve um mundo
com populacdo intermediaria e crescimento econdmico, destacando saidas locais para a
sustentabilidade econdmica, social e ambiental. A2 descreve um mundo muito heterogéneo,
com alto crescimento populacional, mudancas tecnoldgicas e desenvolvimento econdmico
lentos. Para qualquer um dos cenarios ndo ha auséncia de riscos. Segundo as projecdes do
cenério Al, otimista, a concentracdo de CO, devera atingir até 2100 cerca de 550 pmol mol™
de CO, e para 0 cenario A2, pessimista, essa concentracdo deve atingir 1000 pmol mol™ de
CO,. As projecdes de emissdes dos gases de efeito estufa sdo largamente empregadas nas
avaliacbes das mudancas climéticas futuras, e suas hipoOteses subjacentes em relagdo as
mudancas socioecondmicas, populacional e tecnoldgicas levam a avaliagbes de impacto e

vulnerabilidade.



O aumento da concentragdo de CO, pode gerar maiores taxas de
fotossintese em algumas espécies de plantas e maior eficiéncia do uso da &agua. Altas
concentracdes de CO, geram beneficios para o crescimento das plantas, embora possa haver
diferencas entre as espécies. As mesmas conclusdes com distintas culturas, ecossistemas
naturais e espécies florestais foram encontrados por diversos autores (GHINI; HAMADA;
BETTIOL, 2008). O “efeito fertilizante de CO,” resulta em aumento das taxas de fotossintese
(em 20 a 30%) e menor condutividade de estdbmatos, incorrendo em uma utilizacdo mais
eficiente da agua (NAE, 2005).

Hibberd et al. (1996) notaram maior crescimento de plantas sadias de
cevada quando submetidas a ambiente com 700 pmol mol™ de CO,. No entanto, para as
plantas que foram inoculadas com oidio (Erysiphe graminis), foi apontado um aumento
significativo no desenvolvimento da doenca em 700 umol mol™ de CO, quando comparado as
plantas submetidas em 350 pmol mol™. Chakraborty e Pangga (2004), em revisdo sobre o
efeito do CO, em doencas de plantas, verificaram que das 26 doencas estudadas, a maioria
delas aumentou em termos de severidade, quando em ambientes enriquecidos com CO..
Segundo Boudon-Padieu e Maixner (2007), as pragas e doengas da videira séo influenciadas
pela mudanca climéatica. Esses problemas fitossanitarios sdo afetados diretamente pelos
impactos sobre ciclo de vida da praga ou do patégeno ou indiretamente por modificagcGes na
fisiologia e fenologia da videira.

Ainda ndo existem informacdes se os efeitos beneficios de CO,
ocorrerdo em presenca de patdégenos ou de outros fatores limitantes. Ha algumas noticias sobre
a influéncia de quantidades elevadas de CO, sobre fitopatdgenos em cultura pura, mas pouco
se sabe com relacdo as consequéncias do gas no desenvolvimento de importantes doencas de
plantas, sobretudo em paises tropicais (GHINI, 2005). A avaliacdo de possiveis alteracdes na
produtividade agricola, provocadas pelo efeito combinado de elevadas concentracdes de CO»,
temperatura e precipitacio é de fundamental importancia evitar prejuizos futuros. A
interferéncia da temperatura e umidade do solo sobre o crescimento de patégenos (como
fungos, bactérias) e doencas de plantas também devem ser considerados. Atividades como
essas exigem estudos de campo e de laboratdrio, assim como o uso de modelos de simulagéo

(NAE, 2005). Desse modo, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de elevadas



concentrag0es de CO, sobre o desenvolvimento da murcha de Ceratocystis, causada por
Ceratocystis fimbriata, em dois clones de eucalipto (um hibrido de Eucalyptus urophylla x E.

camaldulensis e outro da espécie E. urophylla).



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1.Mudanga climatica e doencas de plantas

A mudanga climatica € um fato que vem preocupando varios segmentos
da sociedade, pois as suas alteracbes no ambiente vém ocasionando danos sociais, econdmicos
e ambientais.

Um setor imensamente afetado por essa mudanca é a agricultura, tanto
nos paises desenvolvidos quanto nos chamados paises emergentes, apesar dos avangos das
estratégias de manejo e tecnoldgicos. Os sistemas agricolas dos paises das regifes tropicais e
subtropicais possuem uma maior vulnerabilidade. Essa vulnerabilidade pode ser entendida
como a extensdo dos danos atribuidos a mudanca climética sobre algum setor ou sistema de
producdo e sera tdo mais intensa qudo maior for a suscetibilidade dos mesmos e a sua
habilidade de absorver ou se adaptar aquelas mudancas. Os sistemas agricolas podem ser
comprometidos pelo tempo meteoroldgico e o clima de diferentes formas, por exemplo, na
producdo e produtividade das culturas, no comportamento das opera¢6es do campo e na
ocorréncia de pragas e doencas (MACHADO e MARENGO, 2006).

Os efeitos da mudanca climatica nas pragas e doengas ainda ndo séo
certos podendo diminuir, aumentar ou ndo ter efeito sobre os diferentes problemas

fitossanitarios. Mudangas nas pragas e doencas das principais culturas podem acontecer em



10

um futuro proximo (GHINI, 2005). Para que ocorra o surgimento e o desenvolvimento de uma
doenca é necessaria a interacdo de trés fatores: planta suscetivel, agente patogénico virulento e
ambiente favoravel. Desse modo, o ambiente é um fator importante nesta interacdo, podendo
até evitar a ocorréncia de uma doenca mesmo na presenca de hospedeiro e patogeno.

A principal causa da mudanca no clima é devido ao aumento da
concentracdo dos gases de efeito estufa proveniente das atividades humanas. Uma das
principais alteracdes é o aumento da temperatura na Terra. A temperatura da superficie do
planeta acresceu perto de 0,2 °C por década nas Ultimas trés décadas, e 0,74 °C no século
passado (IPCC, 2007). Além da temperatura, diferentes alteracdes no clima vém sendo
notadas com maior frequéncia e intensidade como chuvas, perturbacfes nas correntes
marinhas, retracdo de geleiras e elevacao do nivel dos oceanos (NAE, 2005).

As emissdes mundiais dos gases do efeito estufa (GEE, em especial,
CO,, CH,4 e N2O) sdo resultado das atividades antropicas que aumentaram desde a era pré-
industrial em 70%. A combustdo de combustiveis fosseis e modificacdes na utilizacdo da terra
resultaram em um aumento na taxa anual de CO, na atmosfera (IPCC, 2007). O gas metano é
produzido principalmente pela fermentacéo resultante do processo de digestdo dos ruminantes
e 0 Oxido nitroso é produzido, sobretudo, por meio de transformac@es do nitrogénio no solo
apos a adicdo de fertilizantes e / ou residuos vegetais (BAETHGEN, 2007).

Os modelos de previsdo de mudanca climatica do Centro de
Distribuicdo de Dados do IPCC exibem dados variaveis com relacdo ao comportamento da
América do Sul. No entanto, todos apontam um acréscimo de temperatura para o continente.
Para a precipitacdo, as projecdes sugerem aumento em umas regides e diminui¢cdo em outras,
podendo acontecer inversdo em funcéo da época do ano. Fendmenos extremos também devem
ocorre com maior frequéncia e podem ser notadamente danosos para a agricultura
(PELLEGRINO, 2007). O Brasil é vulneravel a mudanca climatica e precisa que medidas de
adaptacdo sejam associadas a politica ambiental para que se diminuam os impactos ja notados,
como por exemplo, as chuvas intensas (MARENGO, 2006). Caso essas medidas ndo sejam
adotadas, Assad e Pinto (2008) avaliam que ocorra: redugdo da area para producdo no NE para
as culturas do milho, arroz, feijdo, algoddo e girassol; a soja podera sofrer perdas de

produtividade em ate 40% em 2070; o café sofrerd perdas de até 33% da area de baixo risco
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em SP e MG, podendo aumentar no Sul; a mandioca tera um ganho geral em produtividade e a
cana-de-agucar dobrard sua produtividade nas préximas décadas.

Os impactos da mudancga climatica sobre os danos causados pelas
doencas sdo determinados pelas interacdes de um grande nimero de fatores diretos e indiretos.
Modificagdes na fisiologia e morfologia da planta hospedeira sdo um fator direto, provocado
pelo aumento da taxa de CO,, alterando a estrutura da parte aérea da planta e, por conseguinte,
0 microclima, o qual influéncia os componentes epidemiologicos das doencas. Entre outros
fatores estd 0 aumento da precipitacdo que pode aumentar a disseminacdo de patdgenos por
propagulos de chuva. A diminui¢do do numero de dias de chuva durante o verdo também pode
afetar a multiplicacdo de patégenos. Os ventos desempenham enorme papel na dispersdo de
patdgenos tanto a curta como a longa distancia. O ar turbulento, a intensidade e a direcdo dos
ventos sdo fatores que podem influenciar as fases do patdgeno, como a liberacao, o transporte
e a deposicdo do in6culo (CHAKRABORTY et al., 2000).

Por esses motivos, o estudo dos efeitos potenciais da mudanca climética
global sobre pragas e doencas de plantas é essencial para a tomada de medidas de adaptacao,

com o objetivo de evitar perdas mais sérias (GHINI, 2005).

4.1.1. Dioéxido de carbono

A concentracdo atmosférica global de didxido de carbono aumentou de
280 pmol mol™, na era pré-industrial, para 379 pmol mol™ em 2005. A atual concentragéo
atmosférica de CO, extrapola os limites naturais registrados ao longo dos ultimos 650.000
anos (180 a 300 pmol mol™), verificado a partir de geleiras. O CO, é o gas de efeito estufa
mais importante lancado por acfes antrOpicas, principalmente, devido a queima de
combustiveis fosseis e o desmatamento (IPCC, 2007).

As mudancas decorrentes do incremento de CO, provocam alteracdes no
metabolismo, crescimento e processos fisioldgicos das plantas. Como resultado dessas
mudangas na planta o aumento da concentracdo de CO, pode diminui a condutancia
estomatica. Esta resposta esta relacionada com a concentragdo intercelular de dioxido de

carbono. A diminuicdo da condutancia estomatica em resposta a0 aumento na concentragdo de
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CO-, ocorre para compensar o efeito na fotossintese reduzindo a taxa de transpiragdo (MOTT,
1988).

O aumento da concentracdo de CO; resulta em efeitos benéficos para a
planta, como aumento da biomassa e densidade da copa, que geram uma maior quantidade de
tecido vegetal que pode ser infectado pelo patdgeno. A modificagdo na estrutura da parte aérea
da planta influéncia nos componentes epidemioldgicos das doencas pela alteracdo do
microclima (GHINI, 2005). Segundo Eastburn, McElrone e Bilgin (2011), vérias dessas
previsdes foram verificadas em algumas interacfes de patdgeno-hospedeiro. Os aumentos na
biomassa vegetal e a densidade do dossel resultante dos elevados niveis de CO, foram
encontrados relacionados a condi¢cdes mais elevadas de algumas doengas, especialmente
aquelas causadas por patdgenos necrotréficos. Redugdes na abertura dos estdbmatos também
parece estarem associadas com menores taxas de infeccdo em algumas doencas. Outros
previram respostas das plantas, tais como aumento nos residuos das culturas resultando em
aumento das taxas de sobrevivéncia do patdgeno, ou acelerada maturacdo e senescéncia
promovendo o desenvolvimento de patdgenos necrotréficos.

Existem numerosos trabalhos sobre os efeitos do aumento da
concentracdo de CO, no desenvolvimento de plantas, mas poucos relatos sobre esses efeitos
em doencas de plantas. Segundo Ghini (2005b), algumas doencas deverdo ser favorecidas pela
elevagdo da concentragdo 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), e outras ndo
serdo afetadas (Pythium splendens - poinsettia; Thielaviopsis basicola - poinsettia; Botrytis
cinerea - ciclame; Sclerotinia minor - alface; Erysiphe graminis - trigo) e algumas seréo
desfavorecidas (Rhizoctonia solani - beterraba agucareira; Phytophthora parasitica - tomate;
Colletotrichum gloeosporioides - Stylosanthes scabra; Xanthomonas campestris pv.
pelargonii - geranio; Sphaerotheca pannosa - roseiras; Puccinia sp. - graminea). Kobayashi et
al. (2006), estudando a brusone em folhas de arroz, observaram que as plantas cultivadas em
elevada concentracdo de CO; foram mais severamente infectadas que as plantas cultivadas em

concentracdo ambiente.
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Cada doenca tem condi¢Bes favordveis para o seu desenvolvimento,
especificas para cada patossistema e, assim, ndo podem ser generalizadas (GHINI, 2005).
Como os estudos atuais sobre os efeitos do CO, sdo escassos, ainda ndo é possivel determinar

se a severidade e a incidéncia das doencas irdo aumentar ou diminuir.

4.2. Eucalipto

As arvores do género Eucalyptus da familia Myrtaceae sdo nativas da
Austrélia, do Timor e da Indonésia, sendo exotica em todas as outras partes do mundo. Os
primeiros plantios comegaram no inicio do século XVIII, na Europa, na Asia e na Africa. Ja
no século XIX, foram plantadas em paises como Espanha, india, Brasil, Argentina e Portugal.
Atualmente, as principais espécies cultivadas no Brasil sdo o Eucalyptus grandis, o E.
camaldulensis, o E. saligna e o E. urophylla, entre outras. O cruzamento entre as espécies
derivou em hibridos, como o E. urograndis (E. grandis x E. urophylla) (CIB, 2008).

As espécies de eucalipto tém sido usadas em alta escala em
reflorestamentos desde o inicio do século passado. No entanto, a partir de meados da década
de 60, ocorreu a expansao do plantio dessa espécie devido principalmente ao estabelecimento
de programas de incentivos fiscais, visando ao seu emprego como matéria-prima nas
industrias, principalmente para conseguir celulose e energia (LIMA, 1996). O eucalipto é a
esséncia florestal mais plantada nos programas de reflorestamento no Brasil, sobretudo em
solos de baixa fertilidade e onde a quantidade e a distribuicdo das chuvas restringem o
desenvolvimento das arvores (GAMA-RODRIGUES et al., 2005).

A maioria dos estados brasileiros com tradicdo na silvicultura de
espécies do eucalipto, ou em estados considerados como novas fronteiras da silvicultura estéo
aumentado suas areas de florestas plantadas com eucalipto com o desenvolvimento médio no
pais de 7,1% ao ano entre 2004-2009. Um aumento de mais de um milhdo de hectares na area
plantada foi realizado nos ultimos cinco anos. O répido crescimento em ciclo de curta rotagéo,
a alta produtividade florestal e a expanséo e direcionamento de novos investimentos por parte
de empresas de segmentos que utilizam sua madeira como matéria-prima em pProcessos
industriais sdo os principais aspectos que vém beneficiando o plantio em larga escala deste
género (ABRAF, 2010).
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O eucalipto, apos sua entrada para fins comerciais, originalmente no
Estado de Sdo Paulo, ficou livre de doencas até o inicio de 1970. Mas, alguns fatores de
manejo da cultura contribuiram para o surgimento de novas doencas tanto em viveiro como no
campo, por exemplo, 0 aumento de areas plantadas para regides de clima quente e imido, 0
plantio de espécies procedentes de familias ou clones suscetiveis a doengas, os ciclos
sucessivos da cultura e o estreitamento da base genética (ALFENAS et al., 2004).

4.3. Murcha de Ceratocystis em eucalipto

A partir de dezembro de 1997 no sudeste da Bahia foi verificado a
ocorréncia de uma nova doenca nos reflorestamentos clonais de eucalipto, causada por
Ceratocystis fimbriata (FERREIRA et al., 2006). Esse fungo provoca doengas em varias
plantas lenhosas e em determinadas herbaceas de valor econémico como, por exemplo, acacia
negra (Acacia mearnsii De Wild), batata doce [Ipomoea batatas (L.) Lam], cacau (Theobroma
cacao L.), cafeeiro (Coffea arabica L.), citros (Citrus spp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), figo
(Ficus carica L.), gmelina (Gmelina arborea Roxb), mangueira (Mangifera indica L.) e
seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell & Arg] (FERREIRA;
MAFFIA e FERREIRA, 2005).

4.3.1. Etiologia

O patogeno, C. fimbriata, pertence ao filo Ascomicota, subfilo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem Microascales
e familia Ceratocystidaceae (Index Fungorum, 2008). O fungo est4 amplamente distribuido em
todo o mundo e consiste em indmeras linhagens morfoldgicas, fisiologicas e patoldgicas.
Apresenta as fases teleomorfica (peritécios globosos, escuros, ostiolado e com longo pescoco
qgue finaliza com franjas de hifas ostiolares) e anamérfica (conidios enteroblasticos e
clamiddsporos globosos, marrons escuros) (CARVALHO e CARMO, 2003). Ceratocystis é
capaz de esporular em madeira. Os esporos podem ser transportados por varios insetos. O
fitopatdgeno penetra na planta por meio das feridas frescas no tronco ou nos ramos e as estrias

radiais sdo rapidamente invadidas. Thielaviopsis é a forma anamérfica do fungo, produz
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conidios endosporos e clamidosporos. A fase teleomorfica se reproduz sexuadamente por
meio da formacdo de peritécios. A reproducdo do patégeno ocorre sobre a superficie de
cancros e cortes de madeira infectada. Todos os esporos produzidos sdo pegajosos e
facilmente disseminados por meio de insetos (FATEH et al., 2006).

O fungo pode ser disperso por fragmentos de micélio, conidios,
clamidosporos ou ascosporos. Clamiddsporos séo, possivelmente, as formas mais comuns de
sobrevivéncia do fungo. O patégeno produz um odor frutado forte, o qual tem sido
determinado como uma adaptacdo para a dispersdo por insetos, que sdo atraidos para as
plantas doentes e podem ficar cobertos por estruturas do fungo (TEVIOTDALE e HARPER,
1991).

4.3.2. Sintomas

C. fimbriata € um patdgeno caracteristico do Xxilema. O sintoma
principal é observado nas secgdes transversais de 6rgdos lenhosos, no formato de estrias
radiais escuras, da medula para o exterior do lenho, e vice e versa, ou a descoloragéo (mancha
escura), do tipo cunha, comumente da periferia para a medula. O micélio e esporos penetram
nas feridas e se movem no xilema, em células condutoras de agua e do parénquima radial. O
fungo causa manchas no xilema de coloragédo castanho-escuro-avermelhado ao roxo profundo,
e de tonalidade marrom ou preta. Essas manchas podem se estender por varios metros, a partir
das raizes, do tronco e ramos da arvore. Quando ramos ou troncos comprometidos sdo
cortados em seccdo transversal, a formacdo das manchas, na extensdo dos raios, simula a
figura de cunha. Na superficie do tronco ou ramos, Ulceras podem se crescer nas areas de
descoloragdo do xilema e os cancros podem exsudar goma. A murcha provocada por
Ceratocystis também é um sintoma que atrai a atencdo, geralmente apds a manifestacdo da

murcha, em seguida ocorre a morte da planta (SINCLAIR et al., 1987).

4.3.3. Condicdes favoraveis a doenga

C. fimbriata na maioria das vezes cresce melhor em temperaturas de 18-

28 °C e € capaz de produzir ascosporos em uma semana. O fungo pode sobreviver em
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condigdes desfavoraveis, como micélio no interior da planta hospedeira, ou como
clamidosporos, no solo, em plantas hospedeiras ou em restos de plantas (SINCLAIR et al.,
1987). A presenca de ferimentos provocados por insetos, ventos, granizo e pratica

silviculturais, as altas temperatura e umidade elevada séo condi¢des favoraveis a doenca.
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em sala climatizada localizada na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariina,
Estado de S&o Paulo, no periodo entre marco de 2010 e fevereiro de 2011. As condicGes
ambiente na sala foram de 27 °C, 40% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas (cinco
lampadas fluorescentes e cinco lampadas luz do dia/bloco, 20000 lux).

O trabalho foi realizado adotando o delineamento experimental em
blocos inteiramente casualizados, com dez repeti¢cdes e quatro tratamentos (Figura 1). Cada
bloco foi composto por quatro caixas plasticas (20 x 31,5 x 32 c¢cm), uma por tratamento,

cobertas por laminas de vidro.

Figura 1. Disposicao dos blocos do experimento em sala climatizada.
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As quatro concentracdes de CO, testadas foram: 380 pmol mol™
(testemunha sem injecdo de ar), 390 pmol mol™ (testemunha com injecéo de ar), 550 pmol
mol™ (tratamento com injecdo de ar e CO,) e 900 umol mol™ (tratamento com injecdo de ar e
CO,) (Figura 2). Para obter o aumento da concentracao do gas, foi realizada a injecdo de CO;
puro nas caixas, proveniente de um cilindro de 25 quilos do gés liquefeito. Na saida do
cilindro foi acoplado um mandmetro para controle de volume e pressao de saida do CO,. Do
cilindro, o gas passou por uma valvula solenodide (registro eletromagnético), para um
fluxdmetro, o qual regulou sua vazao e, em seguida, para um divisor de até 30 saidas, dos
quais sairam tubos de igual comprimento para as caixas. A programacéo de inje¢do de CO,
foi de 0,4 segundos de abertura da valvula solendide a cada 45 minutos.

380 390 550 900

Figura 2. Caixas com quatro concentracdes de CO, em pumol mol™.

A injecdo do CO, foi por um ou dois tubos através dos furos na parte
lateral das caixas conforme cada tratamento (Figura 2). Para homogeneizar o gas dentro das
caixas foi injetado ar atmosférico externo a sala através de um tubo com o auxilio de um
compressor programado para ficar ligado durante 15 minutos em intervalos de 15 minutos.
Amostras de ar de todas as parcelas foram coletadas diariamente para 0 monitoramento da
concentracdo de CO, realizado com o auxilio de um analisador infravermelho de gas (IRGA,
marca Vaisalla, modelo 222, 0 a 10000 pmol mol™).

As duas concentragdes de CO, utilizadas nos ensaios, 550 pmol mol™ e
900 pmol mol™ de CO,, foram baseadas nos cenarios futuros previstos pelo IPCC. A primeira
baseada no cenario otimista Al, o qual projeta a concentracdo de CO, atmosférico para 550
umol mol™, a segunda foi a concentracdo alcancada mais préxima a concentragdo prevista

pelo cenério pessimista A2, o qual prevé uma concentracdo de 1000 pmol mol™. As
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concentracdes de 380 pumol mol™ e 390 umol mol™ séo concentracdes de CO, ambiente
utilizadas como testemunhas para comparacdo dos resultados com as altas concentracGes de
CO..

5.1.Instalacdo do experimento

Para testar o efeito do aumento da concentracdo de CO, sobre o
desenvolvimento da doenca, foram realizados dois ensaios em épocas diferentes, um em
marco de 2010, com mudas preparadas durante o periodo de verdo, e o outro em dezembro de
2010, com mudas preparadas durante a primavera. Dois clones de eucalipto foram testados:
um proveniente do cruzamento Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis (VMO01) e outro, da
espeécie E. urophylla (MN463).

As mudas, cultivadas em tubetes contendo substrato a base de pinus,
com 50 dias de idade, foram fornecidas pela empresa V&M Florestal Ltda. No primeiro
ensaio, foram utilizadas oito mudas por caixa (quatro de cada clone) e, no segundo ensaio, seis
(trés de cada clone). Com a finalidade de padronizar o material vegetal, foi realizada uma poda
deixando apenas dois pares de folhas por muda. Para manter a umidade nas caixas e para a
sustentacdo dos tubetes, foram colocados quatro litros de vermiculita de granulagcdo media em
cada caixa, umedecida com dois litros de dgua. Durante a execu¢do dos ensaios, as mudas
foram adubadas em intervalos de dois dias com 4 mL de solucdo nutritiva composta de macro
e micro nutrientes (produzida pela Qualifértil — Comércio e RepresentacGes — Ltda) em cada
tubete e irrigadas em igual intervalo ao da adubacdo. Para evitar doencas abioticas por excesso
de umidade (Figura 3), a cada dois dias, a umidade presente nas paredes e vidros das caixas foi
retirada com auxilio de um pano de flanela. As mudas foram mantidas nessas condicdes por 70
dias no primeiro ensaio e 57 dias no segundo, para que as mudas a serem inoculadas com o

patégeno fossem desenvolvidas nas respectivas concentraces do COs.
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Figura 3. Muda de eucalipto com sintoma de doenca abiotica.

5.2. Obtencao do indculo de Ceratocystis fimbriata

O fungo foi repicado para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo
meio seletivo constituido por 200 mL de suco de tomate; 800 mL de agua destilada; 1g de
carbonato de célcio; 20 g agar; 0,80 g de bile bovina; 0,66 g de PCNB; 0,30 g de sulfato de
estreptomicina e 0,20 g de oxitetraciclina. As placas foram mantidas por um periodo de 15
dias a temperatura de 25 °C e luz fluorescente constante.

Apdbs esse periodo, em cada placa foram adicionados 5 mL de agua
destilada esterilizada e sobre a col6nia esporulada foi passada a alca de Drigalski para a
retirada dos conidios. As suspensfes obtidas foram filtradas em pano de voal e algodéao
esterilizado. A concentracdo de conidios foi ajustada com um auxilio de um hemacitdmetro
tipo Neubauer para 2,5 x 10° conidios mL™.

O isolado foi preservado em tubos com meio seletivo para Ceratocystis
e armazenamento em &gua, método de Castellani, conforme descrito em Alfenas e Mafia

(2007) e depositado na micoteca da Embrapa Meio Ambiente.

5.3. Inoculacao

As mudas foram inoculadas nas hastes apds 70 dias de crescimento nas
diferentes concentragdes de CO, do ar no primeiro ensaio e 57 no segundo. Antes da

inoculagéo, foi realizado um ferimento nas hastes do eucalipto, abaixo do quarto par de folhas
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(furo com o auxilio de uma agulha estéril). Com o auxilio de uma micropipeta, 100uL da
suspensdo de conidios de C. fimbriata foram inoculados sobre o ferimento. A &rea inoculada
foi recoberta com parafilme, para manter a umidade do local e evitar a entrada de

microrganismos contaminantes.

5.4. Reisolamento do patégeno

O reisolamento do patogeno foi feito pelo método de isca de cenoura
(ALFENAS e MAFIA, 2007). Para tanto, segmentos de caule infectado foram depositados
sobre discos de cenoura, apds desinfestacdo superficial com alcool 70%, hipoclorito de sodio
(2,0% de cloro ativo) e lavagem com &gua destilada estéril; depois foi feito “sanduiche” dos
tecidos infectados com discos de cenouras envolvendo-os com parafilme. As amostras foram
incubadas em gerbox esterilizado, em temperatura de 25°C por aproximadamente uma semana
(Figura 4).

Figura 4. Método de reisolamento de Ceratocystis fimbriata.
(A —isca de cenoura, B — isca ap0s sete dias do isolamento).

5.5. Avaliac¢oes

Nos ensaios foram avaliadas a severidade, a incidéncia e o periodo de
incubacdo da murcha de Ceratocystis. As caracteristicas de desenvolvimento da planta, como
a altura de plantas, diametro do colo das plantas e do local da inoculagdo, area foliar, peso de
massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular, teor de carbono e nitrogénio

acumulado nas folhas, hastes e raizes também foram avaliados.
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5.5.1. Murcha de Ceratocystis

A severidade da murcha de Ceratocystis foi quantificada por meio da
medida do crescimento da lesdo na haste das mudas (Figura 5). O comprimento da leséo foi
medido apos oito dias da inoculagdo, em intervalos de dois dias acima e abaixo do local
inoculado até os 28 dias no primeiro ensaio e aos 20 no segundo ensaio. Passados 28 dias no
primeiro ensaio e 20 dias no segundo avaliou-se a incidéncia da doenca por meio da contagem
de mudas murchas do total das mudas de eucalipto dos ensaios (Figura 6). O periodo de
incubacdo da doenca foi determinado com base nos dias decorridos da inoculagcdo até a
expressao dos sintomas, aparecimento da lesdo na parte externa, considerando infectada a

parte escura.

Figura 5. Sintomas da doenca.

(A — lesdo acima do ponto de inoculacdo, Pl — ponto de inoculacdo, B — lesdo abaixo do ponto

de inoculacdo, C — parte sadia da haste, D — parte doente da haste).
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Figura 6. Muda de eucalipto com sintoma de murcha de Ceratocystis.

5.5.2. Caracteristicas das mudas

Algumas caracteristicas das mudas foram avaliadas e correlacionadas
com a ocorréncia da doenca nos diferentes tratamentos de CO,. A medicdo da altura das
mudas (distancia entre a superficie do substrato e o apice da haste principal das mudas) foi
efetuada semanalmente a partir de 15 dias da implantacdo dos ensaios. Ao final dos ensaios
foram medidos o didmetro da haste das mudas com auxilio de um paquimetro digital; a &rea
foliar, medindo o terceiro par de folhas das mudas em scanner de area foliar (modelo LI - 3100
AREA METER — LI - COR, Figura 7). No final dos ensaios as matérias frescas da parte aérea
das mudas e do sistema radicular foram lavadas e pesadas em balanca semianalitica para a
avaliacdo do peso da matéria fresca. Posteriormente, foram embaladas em sacos de papel de 2
kg e colocadas em estufa de ventilagdo forcada a 70 °C pelo periodo de sete dias; apds esse
periodo foram retiradas da estufa e pesadas em balanca semianalitica para a determinacéo do

peso de matéria seca. Ao fim dos experimentos as mudas apresentavam 98 dias de cultivo nas

diferentes concentracdes de CO, no primeiro ensaio e 77 dias no segundo ensaio.

7 -

Figura 7. Aparelho utilizado para quantificar a area foliar (scanner).
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5.5.3. Analise de carbono e nitrogénio

No primeiro ensaio, apos a determinacdo da matéria seca da parte aérea
e sistema radicular, as quatro mudas de cada clone de cada tratamento foram agrupadas em
uma amostra composta para a analise de carbono. Cada amostra composta foi analisada quanto
ao teor de C nas folhas, hastes e raizes. Elas foram processadas em um moinho de bola,
aproximadamente 10 g cada, e enviadas para a UFLA, para o professor Dr. Carlos Alberto
Silva do Centro de Nutricdo Mineral de Plantas, para a quantificacdo do teor de carbono
presente nas partes das mudas, que foi determinado utilizando aparelho Perkin-Elmer
CHNS/O Analyser Series Il 2400. No segundo ensaio, as trés mudas de cada parcela foram
agrupadas em uma amostra composta, para cada clone e processadas de forma semelhante ao
primeiro ensaio. A analise de C e N foi realizada no equipamento TruSpec CNH no
laboratério de andlise de solos da Embrapa Meio Ambiente, seguindo o0s seguintes
procedimentos: primeiro realiza-se uma amostra branco no aparelho (passando pelo
equipamento o oxigénio, ar sintético e hélio) e depois coloca um amostra padrdo (BARLEY
(502-277), C=45,20 +- 0,28%, N= 1,69 +- 0,03%, LOT= 1007); entdo se pesa 0,29 da amostra
e coloca-se em uma forma de estanho para ser levada no equipamento para queimar; no final

da queima sdo obtidos as porcentagens de C e N encontrados na amostra.

5.6. Analise dos dados

A partir dos dados de comprimento de lesdo, foi obtida a area abaixo da
curva de progresso da doenca acima do local inoculado (AACPDac) e abaixo (AACPDab).
Com os dados da altura das mudas foi calculada a &rea abaixo da curva de progresso de
crescimento da altura (AACPCA). Todos os resultados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas com o teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa
MINITAB versao 14.

As varidveis das plantas foram correlacionadas com as variaveis da
doenca pela correlacdo de Pearson. O coeficiente de determinacdo R? foi aplicado para

relacionar o aumento da concentracdo de CO, com as varidveis avaliadas nos dois ensaios.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Reisolamento do fungo

Apbs sete dias do reisolamento do patégeno, a massa de esporos
presente na superficie dos pedacos de cenoura, foi repicada para placas de Petri com meio
seletivo (Figura 8). A confirmacdo do patdgeno foi realizada por meio da caracterizagcdo dos
conidios do fungo a partir da confeccdo de laminas (Figura 9). Nao foi observada a formacéo

de peritécios.

—

Figura 8. Isolamento de C. fimbriata a partir do método de isca de cenoura.

(A — disco de cenoura colonizado pelo patégeno, B — colénia caracteristica do patégeno em
cultura).
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Figura 9. Estruturas de Ceratocystis fimbriata em microscopio optico.

(A — conidios endosporos (100x de aumento), B — corrente de conidios (40x de aumento).

6.2. Efeito da concentracdo de CO: sobre a murcha de Ceratocystis nas mudas de
eucalipto

Nos dois ensaios houve um menor crescimento da leséo acima e abaixo
do ponto de inoculagéo provocada por C. fimbriata nos tratamentos com concentra¢des de 550
e 900 pmol mol™ de CO,, quando comparados com as testemunhas de 380 e 390 pmol mol™.
Os tratamentos com aumento da concentracdo de CO, ndo diferiram estatisticamente entre si.
As testemunhas também ndo apresentaram diferenca estatistica entre elas. Apenas no segundo
ensaio a testemunha com 390 pmol mol™ apresentou maior crescimento da lesdo acima do

ponto de inoculacdo que a testemunha 380 pmol mol™ de CO, (Tabela 1).

Tabela 1. Area abaixo da curva do progresso da doenca acima (AACPDac) e abaixo
(AACPDab) do ponto de inoculacdo do patdgeno em diferentes concentracdes de dioxido de
carbono nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e MN463 (E.

urophylla) de eucalipto.

1° ensaio 2° ensaio
Tratamentos
AACPDac AACPDab AACPDac AACPDab

CO, (umol mol™)

380 1823 a 62,9 a 178,5b 69,5 a

390 2345a 73,8 a 191,3a 69,2 a

550 30,6b 16,3 b 10,7 ¢ 3,8b

900 470Db 186 b 10,1 ¢ 34b

Clones
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MN463 112,30 a 41,00 a 96,43 a 352a

VMO1 134,97 a 44,82 a 98,91 a 37,7 a
MN463(380) 171,0 59,9 178,3 67,7
VMO01(380) 193,7 65,9 178,7 71,3
MN463(390) 219,2 75,9 188,3 67,9
VMO01(390) 249,9 71,7 194,3 70,6
MN463(550) 22,4 12,6 8,5 3,1
VMO01(550) 38,9 19,9 12,9 4,4
MN463(900) 36,6 15,6 10,6 2,2
VMO01(900) 57,4 21,7 9,6 4,6

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

Em outros estudos sobre o efeito de CO, em doencas também foi
observada alteracdo da ocorréncia de doencas de plantas com o aumento da concentracdo de
CO,. Eastburn et al. (2010), em estudo com soja, observaram que a severidade de mildio
diminui na presenca de 550 pmol mol™ de CO,. Kobayashi et al. (2006) verificaram que a
porcentagem de plantas de arroz infectadas por Rhizoctonia solani e Magnaporthe oryzae foi
maior sob condicdes de alta concentracdo de CO, (em torno de 574 a 650 umol mol™) se
comparadas as condices ambiente (em torno de 365 a 369 umol mol™). Lessin e Ghini (2009)
também observaram que o aumento da concentracdo de CO, atmosférico aumenta a severidade
do oidio da soja.

O desenvolvimento de uma planta é resultante da interacdo entre o seu
genétipo e o ambiente. Deste modo, as mudancas no clima interferem na morfologia,
fisiologia e metabolismo das plantas, resultando em variagcdes no acontecimento e intensidade
das doencas. (CHAKRABORTY et al.,, 1998). Segundo Manning e Tiedemann (1995),
modificagdes nas plantas hospedeiras podem derivar em mudancas na expressao da doenga,

dependendo da planta hospedeira, idade da planta e o tipo de patogeno.
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Além da les&o no caule, outro sintoma marcante da doenca estudada é a
murcha da planta ou parte desta. Nos dois ensaios, 0 nimero de plantas murchas foi menor nos
tratamentos com injecéo de CO, (550 e 900 umol mol™), chegando a ser 88% menor que no
tratamento testemunha (390 pumol mol™) (Tabela 2, Figuras 10 e 11). Todos os tratamentos
foram diferentes estatisticamente. O tratamento com 380 pmol mol™ apresentou menor
niimero de plantas mortas que o tratamento com 390 pumol mol™, o que pode ter sido resultado

da injecdo do ar externo a sala.

Tabela 2. Incidéncia (%) de plantas murchas nos ensaios em diferentes concentracdes de
diéxido de carbono nos clones VMOL1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e MN463
(E. urophylla) de eucalipto.

Tratamentos 1° ensaio 2° ensaio
CO, (umol mol™) MN463 VMO0l MN463 VMO1L
380 1181b 1528b 1042b 13,89b
390 16,67a 1597a 13,19a 14,58a
550 208d 2,78c¢c 139c 2,78c
900 2,18c 2,78c 139c 2,78c

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 10. Progresso das plantas murchas no 1° ensaio em diferentes concentragdes de CO;
(380, 390, 550 e 900 pmol mol™®) nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x E.

camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.

25

20

CO, x Clone

- — 380 ppm MN463
390 ppm MN463

15

10

— + 550 ppm MN463
=900 ppm MN463

plantas murchas

====380 ppm VMO1
------- 390 ppm VMO1

Y -
.

\

_—
—1

— =550 ppm VMO1
= - =900 ppm VMO1

8 11 .14 17 20
dias

Figura 11. Progresso das plantas murchas no 2° ensaio em diferentes concentracdes de CO;
(380, 390, 550 e 900 pmol mol™®) nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x E.

camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.
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O periodo de incubacdo da doenca também foi influenciado pelo
aumento da concentracdo de CO,. O periodo de incubacdo é o tempo decorrido a partir da
deposicdo do patogeno até o surgimento do sintoma da doenca (BERGAMIN FILHO e
AMORIM, 1996). Segundo Bergamin Filho e Amorim (2002), esse periodo, em termos
epidemioldgicos, é relevante, devido a quantificacdo da doenca ser normalmente avaliada em
sintomas aparentes. No primeiro ensaio, para os tratamentos 550 e 900 pmol mol™ de CO,, 0
periodo de incubacdo médio foi de aproximadamente de 18 dias, diferindo significativamente
das testemunhas 380 e 390 pmol mol™®, que apresentaram periodo de incubacdo médio de
aproximadamente 12 dias. No segundo ensaio, para os tratamentos 550 e 900 pmol mol™ de
CO,, os resultados encontrados para o periodo de incubacdo médio foram semelhantes aos do
primeiro ensaio, e também foram significativamente diferentes das testemunhas 380 e 390
umol mol™?, que apresentaram periodo de incubagdo médio de aproximadamente 10 dias
(Tabela 3). Ndo houve diferenca entre o periodo de incubagdo para os dois clones estudados.

Assim, em ensaios futuros apenas um dos clones poderia ser selecionado para estudo.

Tabela 3. Periodo de incubacéo (dias) da doenca em diferentes concentracdes de dioxido de

carbono.

Tratamentos 1° ensaio 2° ensaio

CO; (umol mol™)

380 12,21b 9,45b
390 11,94 b 10,25 b
550 18,22 a 18,40 a
900 18,29 a 18,45 a
Clone
MN463 1531 a 14,23 a
VMO1 15,02 a 14,05 a
MN463(380) 12,16 9,70

VMO01(380) 12,25 9,20
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MN463(390) 12,41 9,80
VMO1(390) 11,47 10,70
MN463(550) 18,16 18,70
VMO1(550) 18,27 18,10
MN463(900) 18,50 18,70
VMO1(900) 18,08 18,20

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

Desse modo, o maior periodo de incubacdo observado com o aumento
da concentracdo de CO, pode significar que a colonizacdo dos tecidos da planta pelo
patégeno foi mais lenta em altas concentracdes do CO,, possivelmente devido a ativacdo de
mecanismos de resisténcia das plantas nesse ambiente.

Os resultados encontrados para a murcha de Ceratocystis em eucalipto
sdo os primeiros apresentados e demostram que o0 aumento da concentracdo de CO, do ar sobre
a doenca para os clones estudados pode alterar a ocorréncia da doenca se as concentracdes do
CO; continuarem aumentando. No entanto, outros metodos para estudar os efeitos da mudanca
climatica sobre as plantas devem ser aplicados, pois estudos em ambiente controlados podem
ndo refletir os mesmos resultados quando as plantas sdo submetidas as condi¢Ges naturais de
campo. Assim, os efeitos da elevacdo de CO, atmosférico sobre a murcha de Ceratocystis em
eucalipto ficaram evidentes pelos ensaios conduzidos. A injecdo de CO; nos ensaios
contribuiu para a supressao da doenca.

A alteracdo da severidade da murcha de Ceratocystis deve ter sido
resultante da atuacdo do CO; sobre a planta. O aumento da concentracdo de CO, promoveu
alteracdes sobre o hospedeiro que resultaram em reducdo da severidade da doenca. Contudo,
mais estudos in situ devem ser realizados para confirmar os resultados encontrados. Segundo
Ghini et al. (2011), estudos em condigdes controladas podem ndo refletir as respostas de
plantas quando estudadas em campo, onde ha alteracbes e interacBes entre temperatura,
precipitacdo e outras variaveis. FACE (Free Air Carbon Dioxide Enrichment) e camaras de
topo aberto (OTCs) proporcionam alternativas mais realista para compreender como o
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aumento da composi¢cdo da atmosfera de CO, e O3 pode influenciar na interagdo patégeno-
hospedeiro, severidade da doenga e no manejo das florestas tropicais e lavouras.

6.2. Efeito do COzno desenvolvimento das mudas de eucalipto

6.2.1. Altura das mudas de eucalipto

Nos dois ensaios a altura das mudas foi afetada pelo aumento da
concentracio de CO,. Os tratamentos 550 e 900 pmol mol™ de CO; diferiram estatisticamente
dos tratamentos testemunhas. Os tratamentos com injecdo de didxido de carbono néo diferiram
entre si. No primeiro ensaio ndo foi observada diferenca estatistica entre as testemunhas. A
testemunha 390 pmol mol™ apresentou um maior crescimento quando comparado com o
tratamento 380 umol mol™ de CO, (Tabela 4).

Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso de crescimento da altura (AACPCA) em
diferentes concentracfes de dioxido de carbono nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x

E. camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.

1° ensaio 2° ensaio

Tratamentos
AACPCA(cm)
CO,(umol mol™)
380 233,1b 109,5¢
390 2435b 118,1b
550 477,1 a 250,8 a
900 469,0 a 2553 a
Clone
MN463 337,7b 181,3b
VMO01 373,7 a 1855a

MN463(380) 231,3d 109,4
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VMO1(380) 235,0 d 109,5
MN463(390)  239,1 cd 117,7
VM01(390) 2481 ¢ 118,5
MN463(550) 4445 246,7
VMO1(550) 509,8 a 254,9
MN463(900)  436,1b 251,3
VM01(900) 502,14 259.2

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

A fotossintese, geralmente, é estimulada quando exposta a altas
concentragfes de CO,. A elevacdo do CO; reduz a condutancia estomatica e a transpiracdo
melhorando a eficiéncia do uso da &gua e, a0 mesmo tempo e estimula altas taxas de
fotossintese e aumenta a eficiéncia no uso da luz. Possivelmente, a alteracdo nesses processos
influenciou o aumento de altura das mudas dos ensaios quando submetidas a altas

concentragdes de CO..

6.2.2. Diametro da haste e area foliar das mudas de eucalipto

O aumento da concentracdo de dioxido de carbono resultou em um

maior didmetro nas hastes dos clones estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Didmentro do colo da muda (dc) e o diamentro do local da inoculagdo (di) em
diferentes concentracfes de didxido de carbono nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x

E. camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.

1° ensaio 2° ensaio
Tratamentos dc (mm) di (mm local dc (mm) di (mm local
inoculado) inoculado)

CO(pumol mol™)
380 1,56 b 2,05b 2,31b 1,73 b
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390 1,52b 1,96 b 2,48 ab 1,80 b
550 2,10 a 2,74 a 2,56 a 1,9 a
900 2,06 a 2,79a 2,62a 193a
Clone
MN463 1,69 b 2,18 b 249a 1,88a
VMO1 1,93 a 2,59 a 249a 1,83a
MN463(380) 1,54 ¢ 2,03 cd 2,30 1,73
VMO01(380) 1,58 ¢ 2,06 C 2,31 1,72
MN463(390) 1,44 d 1,78 d 2,52 1,90
VMO01(390) 1,60 c 2,13 ¢ 2,43 1,69
MN463(550) 1,89b 2,44 b 2,57 1,97
VMO01(550) 2,30 a 3,03a 2,55 1,95
MN463(900) 1,90 b 2,46 b 2,57 1,91
VMO01(900) 2,22 a 3,12a 2,66 1,94

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

A

area foliar também foi maior nos dois clones em ambiente

enriquecido com CO;, sendo significativamente diferente das testemunhas. Nos ensaios ndo se

observou diferenca estatistica entre as testemunhas. Os tratamentos com ambiente enriquecido

com CO, também ndo apresentaram diferencas entre si nos ensaios (Tabela 6).



35

Tabela 6. Area foliar (cm?) em diferentes concentracdes de diéxido de carbono nos clones
VMO1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de

eucalipto.

Tratamentos 1° ensaio 2° ensaio

CO; (umol mol™)

380 13,83 b 16,76 b

390 14,78 b 16,58 b

550 47,99 a 49,31a

900 49,15a 49,17 a

Clone

MN463 28,93b 32,9a

VMO1 33,94 a 32,92 a
MN463(380) 1413 c 16,82
VMO01(380) 13,53 d 16,69
MN463(390) 14,27 ¢ 16,75
VMO01(390) 15,28 ¢ 16,41
MN463(550) 42,73 b 49,36
VMO01(550) 53,24 a 49,25
MN463(900) 4459 b 49,02
VMO01(900) 53,70 a 49,31

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

Em estudo realizado com plantas de milho, Driscoll et al. (2006)
verificaram que as plantas expostas as altas concentracbes de CO, apresentavam maior
crescimento do que as plantas em concentracdo ambiente, como no presente trabalho. Os

resultados encontrados nos dois ensaios para a area foliar estdo de acordo com os relatados por
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Imai et al. (1985), os quais verificaram que plantas de arroz em ambiente com concentragdes
de CO, elevadas apresentaram uma maior area foliar por planta quando comparadas com

condicdes ambiente de CO,.

6.2.3. Peso da matéria fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular

A injecdo de CO, estimulou o0 aumento do peso da matéria fresca e seca
da parte aérea das mudas de eucalipto dos ensaios (Figura 12), sendo significativamente maior
que as cultivadas em ambiente com condicdes atuais de CO,. Os tratamentos com elevadas
concentragOes de CO, ndo diferiram estatisticamente entre si. Ndo foi observado diferencgas

entre as testemunhas (Tabela 7).

Figura 12. Parte aérea das mudas de eucalipto em diferentes concentragdes de CO,.
(A — 380 pmol mol™ de CO,, B — 390 pmol mol™ de CO,, C — 550 pmol mol™ de CO,, D —
900 pmol mol™ de COy).

Os pesos da matéria fresca e seca das raizes das mudas também foram
alterados na presenca de dioxido de carbono (Figura 13), apresentando valores maiores do que
os encontrados nas mudas que foram mantidas em CO, ambiente. Nos dois ensaios ndo se
notou diferenca estatistica no peso da matéria fresca da raiz entre tratamentos com injecdo de
COs,. As testemunhas sem a injecdo de CO, também ndo apresentaram diferencas entre si. No
primeiro ensaio o peso da matéria seca da raiz apresentou maior resultado no tratamento 900
umol mol™ do que o encontrado no tratamento 550 pmol mol™ de CO,. Entre as testemunhas
ndo ocorreu diferenca. No segundo ensaio 0s pesos da matéria seca das raizes nao
apresentaram diferenca entre os tratamentos com aumento de CO,. As testemunhas néo

diferiram entre si e (Tabela 8).
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Tabela 7. Peso da matéria fresca (PFPA) e seca (PSPA) da parte aérea e em diferentes

concentragfes de dioxido de carbono nos clones VMO1 (hibrido de E. urophylla x E.

camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.

Tratamentos

1° ensaio

2° ensaio

PFPA(g) PSPA(g) PFPA() PSPA(Q)

CO,(pmol mol™)

380 1,56 b 0,52 b 1,72b 0,40b
390 1,64b 0,53 b 1,67b 0,37b
550 1229a 3,03a 4,16 a 0,87 a
900 1337a 321a 4,28 a 0,84 a
Clone
MN463 6,69 b 1,62b 2,77 a 0,63a
VMO1 7,74 a 2,03a 3,14 b 0,61a
MN463(380) 1,55¢ 0,51a 1,64c 0,41
VMO01(380) 1,56 ¢ 0,52 a 1,79c 0,39
MN463(390) 1,46 b 0,46 a 1,64c 0,37
VMO01(390) 1,82b 0,60 a 1,70 ¢ 0,37
MN463(550) 1121a 258¢e 4,04 ab 0,87
VMO01(550) 13,37a 3,48d 4,27 ab 0,87
MN463(900) 1255a 2,92d 3,77b 0,87
VMO01(900)  14,19a 3,50d 4,78 a 0,81

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.
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Figura 13. Raizes das mudas de eucalipto cultivadas em diferentes concentracdes de CO,.
(A — 380 pmol mol™ de CO,, B — 390 pmol mol™ de CO, C — 550 pmol mol™ de CO,. D —

900 pmol mol™ de CO).

Esses resultados se assemelham aos encontrados no trabalho realizado

com plantas de Eucalyptus cladocalyx submetidas ao aumento de CO, de Gleadow, Foley e

Woodrow (1998), que verificaram que as mudas submetidas ao aumento da concentracdo de

CO, apresentavam maior altura e biomassa quando comparadas ao controle. Norby et al.

(1987) também encontraram aumento significativo no peso da matéria seca de plantas de

Robinia pseudocacia, Alnus glutinosa e Eleagnus augustifloria quando submetidas a

concentracdo de 700 pmol mol™ de CO,.

Tabela 8. Peso da matéria fresca (PFR) e seca (PSR) das raizes em diferentes concentracdes

de dioxido de carbono nos clones VMOL (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e
MN463 (hibrido de E. urophylla) de eucalipto.

Tratamentos

1° ensaio 2° ensaio

PFR(g) PSR(g) PFR(g) PSR(g)

COy(umol mol-1)

380 012b 0,06c 040b 0,18b
390 012b 0,06c 037b 016b
550 044a 0,29a 0,87a 042a
900 0,53a 040b 0,84a 043a
Clone
MN463 029b 019a 063a 0,29a
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VMO1 0,32a 0,21a 06la 030a
MN463(380) 0,12a 0,06 0,41 0,17
VMO01(380) 0,11a 0,06 0,39 0,18
MN463(390) 0,12a 0,07 0,37 0,15
VMO01(390) 0,12a 0,05 0,37 0,16
MN463(550) 0,40a 0,26 0,87 0,41
VMO01(550) 047b 0,32 0,87 0,42
MN463(900) 0,50a 0,37 0,87 0,42
VMO01(900) 056b 0,42 0,81 0,43

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.
Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

6.2.4. Analise da quantidade de carbono e nitrogénio em mudas de eucalipto

No primeiro ensaio a injecdo de CO, nao influenciou significativamente
a quantidade de carbono encontrada nas folhas e haste das mudas de eucalipto. No tratamento
550 pmol mol™ de CO, a quantidade de carbono das raizes foi significativamente menor
quando comparada & testemunha 390 umol mol™. No segundo ensaio o teor de C das folhas e
hastes foi significativamente maior nas altas concentracdes de CO, quando comparadas com a
testemunha 380 pumol mol™® CO,. Ndo houve diferenca do teor de C nas raizes entre as

diferentes concentragdes de CO, no segundo ensaio (Tabela 9).

Tabela 9. Quantidade de carbono (%) nas folhas, haste e raiz nos clones de eucalipto VMO01
(hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) em diferentes

concentragdes de dioxido de carbono.

1° ensaio 2° ensaio
Tratamentos

Folhas(%) Haste(%) Raiz(%) Folhas(%) Haste(%) Raiz(%)

CO,( pmol mol™)

380 43,88 a 41,38a 40,06 a 50,71 b 4794b  47.85a
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390 4391a 4142a  40,83a 51,18 ab  48,54ab 48,28 a
550 44,33 a 41,54 a 39,52 b 51,76 a 48,55 a 47,39 a
900 44,36 a 41,32 a 40,07 a 51,63 a 48,57 a 48,45 a
Clone
MN463 44,32 a 41,36a 39,88 a 51,43 a 48,46a 47,89a
VMO1 43,92 a 41,46 a 40,36 a 51,21a 48,34 a 48,10 a
MN463(380) 43,84 41,39 39,99 50,72 47,97 48,03
VMO01(380) 43,91 41,37 40,13 50,70 47,92 47,68
MN463(390) 44,2 41,19 40,61 51,14 48,79 48,34
VMO01(390) 43,61 41,64 41,05 51,22 48,30 48,22
MN463(550) 44,48 41,47 39,46 52,22 48,51 46,74
VMO01(550) 44,18 41,6 39,57 51,31 48,59 48,04
MN463(900) 44,74 41,39 39,45 51,63 48,57 48,45
VMO01(900) 43,97 41,24 40,68 51,63 48,57 48,45

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.

Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.

A quantidade de nitrogénio encontrado nas folhas e raizes do segundo

ensaio foi significativamente maior nos tratamentos testemunhas quando comparados com 0s

tratamentos com alta concentracdo de CO,. A quantidade de nitrogénio das hastes ndo diferiu

entre os diferentes tratamentos de CO, (Tabela 10).
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Tabela 10. Quantidade de nitrogénio (%) nas folhas, haste e raiz nos clones de eucalipto
VMOL1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis) e MN463 (hibrido de E. urophylla) em

diferentes concentracdes de didxido de carbono.

Tratamentos

Folhas (%) Haste (%) Raiz (%)

CO, (umol mol™)

380 1,12ab 06la  073a
390 1,13a 064a  077a
550 0,98 be 056a  0,67b
900 095¢ 053a  0,69b
Clone
MN463 1,10a 059a  0,70a
VMO1 1,01a 057a  0,73a
MN463(380) 1,13 0,61 0,72
VMO01(380) 1,10 0,60 0,73
MN463(390) 1,13 0,64 0,73
VMO1(390) 1,12 0,64 0,81
MN463(550) 1,07 0,59 0,66
VMO01(550) 0,89 0,53 0,68
MN463(900) 0,95 0,53 0,69
VMO01(900) 0,95 0,53 0,69

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem na mesma coluna pelo teste de Tukey a 5%.

Colunas sem letras significam que ndo houve interacdo entre o tratamento e o clone.
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6.2.5. Correlagoes entre as variaveis

A correlacdo de Pearson aplicada as caracteristicas das plantas com
relacdo a severidade da doenca e periodo de incubacdo foram lineares, sendo uma correlagéo
alta e inversa quando associada a severidade, e quando associadas ao periodo de incubacdo a
correlacdo foi forte direta (Tabela 11). Com esses dados pode-se concluir que o maior
desenvolvimento das plantas devido ao aumento da concentracdo de CO, pode ter influenciado

no ciclo da doenca.

Tabela 11. Correlacdo das caracteristicas das plantas com a area abaixo da curva de progresso
da doenca acima (AACPDac) e abaixo (AACPDab) do ponto de inoculacdo do patdgeno e o

periodo de incubacao (PI).

MN463 VMO1

Variaveis PI AACPDac AACPDab Pl  AACPDac AACPDab
AACPCA 100%  -100% 100%  100%  -99% 2100%
di 71% -67% 70% 98%  -100% -100%
dc 72% -69% 72% 93% -88% -90%
Area foliar 100%  -100% -100%  99%  -100% -100%
PFPA 100%  -100% -100%  98% -99% -99%
PSPA 96% -96% -96% 98% -100% -99%
PFR 100%  -100% -100% 98% -99% -100%
PSR 100%  -100% 100% ~ 98%  -100% -100%

AACPC - area abaixo da curva de progresso de crescimento da altura; di — diametro da haste
do local inoculado; dc — diametro da haste do colo da planta; PFPA — peso da matéria fresca
da parte aérea; PSPA — peso da matéria seca da parte aérea; PFR — peso da matéria fresca das

raizes; PSR — peso da matéria seca das raizes.

O coeficiente de determinacdo, R? foi aplicado nas variaveis avaliadas

nos ensaios com relacdo ao aumento da concentracdo de CO, (Figura 14). As caracteristicas da
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planta (altura, didmetro, rea foliar, peso da matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes)
foram correlacionadas com o aumento da concentracdo de CO, para os dois clones estudados.
Para a AACPA o R? foi igual a 0,99, o que significa que 99% da variancia da altura das
plantas foram devido a variacdo da concentracdo de CO,. Para o diametro do local inoculado o
R? foi igual a 0,98 para 0 1° ensaio e 0,93 para 0 2°, 0 que significa que 98% e 93% da
variancia do didmetro do local inoculado das plantas foram devido a variagdo da concentracdo
de CO,. Para o diametro do colo da planta o R? foi igual a 0,98 para 0 1° ensaio e 0,91 para o
2°, 0 que significa que 98% e 91% da variancia do didmetro das plantas foram devido a
variacdo da concentragio de CO,, Na érea foliar o R? foi igual a 0,99 para os dois ensaios, 0
que significa que 99% da varidncia da area foliar das plantas foram devido a variagdo da
concentragdo de CO,. Para o peso da matéria fresca e seca da parte aérea o R? foi igual a 0,99
para os dois ensaios, 0 que significa que 99% da variancia do peso da matéria fresca e seca da
parte aérea das plantas foram devido a variacdo da concentracdo de CO, Para o peso da
matéria fresca e seca das raizes o R? foi igual a 0,99 para os dois ensaios, o que significa que
99% da variancia do peso da matéria fresca e seca das raizes das plantas foram devido a
variacdo da concentracdo de CO, A severidade da doenca e o periodo de incubacédo
apresentaram R?de 0,92 a 0,99 e 0,97 a 0,99, respectivamente nos dois ensaios. Isto significa
que de 92 a 99% da variancia da severidade da doenca das plantas sofrida foram devido a
variacdo da concentracdo de CO2 e que 97 a 99% da variancia do periodo de incubagédo

sofrida foram devido a variacdo da concentracdo de CO..
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Figura 14. Efeito das variaveis avaliadas nos ensaios em relacdo as concentracdes de didxido
de carbono (380, 390, 550 e 900 pmol mol™ de CO,).

* comprimento da lesdo em cm?@ VMO1 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulenis) e
MN463 (hibrido de E. urophylla). ------- R? — linha de tendéncia do clone VMO1.  R’-—
linha de tendéncia do clone MN463. _ R?— linha de tendéncia dos dois clones. AACPC —
area abaixo da curva de progresso de crescimento da altura; di — didmetro da haste do local
inoculado; dc — didametro da haste do colo da planta; PFPA — peso da matéria fresca da parte
aérea; PSPA — peso da matéria seca da parte aérea; PFR — peso da matéria fresca das raizes;
PSR — peso da matéria seca das raizes; Pl — periodo de incubacéo da doenca; AACPDac — area
abaixo da curva de progresso da doenca acima do local da inoculacdo e AACPDab — area

abaixo da curva de progresso da doenca abaixo do local da inoculagéo.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condigdes em que foram realizados os ensaios, pode-se

concluir que o aumento na concentracdo de CO, do ar resulta em:

e Diminuicdo da severidade da murcha de Ceratocystis nos clones E. urophylla x E.

camaldulensis e hibrido de E. urophylla;
e Maior periodo de incubacdo da murcha de Ceratocystis;
e Diminuigdo da incidéncia da murcha de Ceratocystis;
e Aumento da altura e do diametro das mudas de eucalipto;

e Aumento do peso da matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes de mudas de

eucalipto.
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