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1. RESUMO

O impacto da elevacdo da concentracdo de CO; do ar sobre a brusone do arroz foi avaliado em
estufas de topo aberto (OTCs) na Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna/SP, por dois anos.
Foram realizados ensaios com cultivares de arroz em estufas com inje¢éo de CO,, estufas sem
injecdo de CO,, e campo aberto, sem injecdo de CO, e sem estufa. Avaliaram-se as
caracteristicas de desenvolvimento das plantas, a incidéncia e a severidade da brusone do
arroz, a caracterizacdo quimica e microbiol6gica da rizosfera de plantas de arroz, e o teor de
silicio acumulado na parte aérea das plantas. No primeiro ensaio foi avaliada também a
ocorréncia de bactérias diazotréficas endofiticas nas raizes das plantas. A concentracdo média
de CO; atmosférico do tratamento em campo aberto foi 459,4 e 447,4 umol mol™ na safra
2007/08 e safra 2008/09, respectivamente. Por outro lado, as concentracGes médias de CO,
foram 490,1 ¢ 480,4 pmol mol™ para o tratamento em estufa sem injecdo de CO, e 531,9 e
608,6 pmol mol™ para o tratamento com estufa com injecdo de CO, na safra 2007/08 e safra
2008/09, respectivamente. Nos resultados obtidos, verificou-se o aumento significativo na
altura de plantas das cultivares Agulha Precoce e Shao Tiao Tsao, na safra 2008/09, no
tratamento com injecdo do gas. Nas cultivares Caloro e Agulha Precoce, nas safras 2007/08 e
2008/09, respectivamente, o ambiente com a concentracdo de CO; do ar elevada aumentou a
severidade da brusone nas folhas das plantas. A analise quimica e microbiol6gica da rizosfera
ndo apresentou diferencas entre os ambientes com e sem injecdo do gas. A massa seca da parte

aérea das plantas, a massa das paniculas e a massa dos grdos ndo sofreram alteracdo devido a



elevacdo do CO, atmosférico. O aumento da concentragdo de CO, do ar pode alterar o
crescimento das plantas e a severidade da brusone, acarretando novas estratégias de manejo
fitossanitario da cultura.

Palavras-chave: Magnaporthe grisea, Oryza sativa, didxido de carbono, mudanca climética



IMPACT OF ELEVATED ATMOSPHERIC CO, CONCENTRATION ON RICE
BLAST. Botucatu, 2009. 59p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Protecdo de

Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MARINA MELONI GORIA
Adviser: RAQUEL GHINI

2. SUMMARY

The impact of elevated atmospheric CO, concentration on rice blast disease was evaluated in
open-top chambers (OTCs) in Embrapa Meio Ambiente, Jaguariuna /SP, for two years. Trials
were developed under OTCs with injection of CO,, OTCs without injection of CO,, and field,
without injection of CO, and without OTC. The characteristics of rice plants growth, the
incidence and severity of rice blast, chemical and microbial characterization of rizosphere of
rice plants, and leaf silicon content were evaluated. On the first trial it was also examined the
occurrence of diazotrophic bacteria in rice plant’s root. Actual season-long average CO,
concentration in field without injection of CO; and without OTC were 459,4 e 447,4 umol
mol™ in 2007/08 and 2008/09, respectively. For the other hand, actual season-long average
CO, concentration were 490,1 and 480,4 umol mol™ in OTCs without injection of CO, and
531,9 and 608,6 umol mol™ for the treatment under OTCs with CO; enrichment in 2007/08
and 2008/09, respectively. As results, Agulha Precoce and Shao Tiao Tsao, in 2008/09, it was
found a significant increase on rice growth, on treatment with CO, injection. On Caloro and
Agulha Precoce, in 2007/08 and 2008/09, respectively, the atmosphere with elevated CO,
increased the severity of leaf blast. No significant difference was detected on rizhosphere
chemical and microbiological analysis in the atmosphere with injection of the gas. CO;

enrichment resulted in a non-significant increase in grain weight, plant dry weight and the



panicles weight. The increase of CO, atmospheric concentration may alter the rice plant’s
growth and the severity of rice blast, and consequently, the strategies of disease management.

Palavras-chave: Magnaporthe grisea, Oryza sativa, carbon dioxide, climate change



3. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial e a utilizagdo intensa de
combustiveis fosseis como fonte de energia tem contribuido para 0 aumento nas emissdes de
gases de efeito estufa. O didxido de carbono (CO,) é o principal gas responsavel pelo efeito
estufa. Suas emissdes anuais cresceram aproximadamente 80 % entre 1970 e 2004, excedendo
a escala natural dos ultimos 650.000 anos (IPCC, 2007). O aumento desses gases na atmosfera
contribui para a elevacdo da temperatura da superficie do planeta (CUNHA, 2000), que
aumentou 0,74 °C desde o final do século XIX, e estima-se que em 2100 atingira de 1,8 a 4,0
°C (IPCC, 2007). Além desse efeito sobre a temperatura da Terra, outras alteracGes também
estdo sendo desencadeadas devido a intensificacdo do efeito estufa, dentre elas destacam-se o
aumento na frequéncia e intensidade de eventos extremos, como ciclones tropicais (inclusive
furacGes e tufdes), inundacdes, secas, aumentos das ondas de calor e fortes precipitacfes
(MEEHL et al., 2007).

Mudancas no clima ndo alteram somente as caracteristicas fisicas do
planeta, mas também ocasionam alteragdes no comportamento de plantas cultivadas, afetando
0 zoneamento agricola, as técnicas de manejo e a produtividade das culturas (SIQUEIRA et al.
2001). Com o crescimento da demanda por alimentos devido ao aumento da populagédo
humana, se torna importante predizer os efeitos da elevacdo nas concentracGes de CO, na
producéo global de alimentos (REDDY e HODGES, 2000).



Estudos dobrando-se a concentragéo de CO; indicaram que pode haver
um aumento de produtividade de 33 % em plantas C3 e 10 % em plantas C4, porém esses
trabalhos foram conduzidos na auséncia de danos causados por doencas e competicdo com
plantas invasoras e pragas (PATTERSON et al.,, 1999; COAKLEY e SCHERM, 1996;
CHAKRABORTY et al., 2000b; JWA e WALLING, 2001). Plantas de arroz tiveram um
aumento no numero de perfilhos em resposta ao aumento de CO, em ambiente controlado e
uma maior area foliar por planta com pequenas mudancas na area individual das folhas (IMAI
et al., 1985). Em contraste com o numero de relatos sobre os efeitos do aumento de CO, no
crescimento e produtividade das culturas, existem poucos estudos sobre os efeitos no
desenvolvimento das doencas em resposta a0 aumento da concentracdo de CO, (ASSAD e
PINTO, 2008).

Na literatura, ndo ha relatos conclusivos sobre o aumento ou
diminuicdo na severidade das doencas devido as alteracfes da concentragdo de CO, (GHINI,
2005). O desenvolvimento de uma planta € resultante da interacdo entre o seu gendtipo e o
ambiente. Assim, as mudancas no clima interferem na morfologia, fisiologia e metabolismo
das plantas, resultando em alteracdes na ocorréncia e severidade de doencas. Certamente, a
natureza da planta hospedeira e do patdgeno pode determinar como serdo os impactos das
alteracOes climaticas.

De modo geral, pouco se sabe a respeito dos efeitos em doencas
policiclicas, que sdo responsaveis por significativas perdas na agricultura devido a ocorréncia
de severas epidemias (GHINI, 2005). Assim sendo, 0 presente trabalho teve como objetivo
geral avaliar os efeitos do aumento da concentracdo de CO, do ar sobre o desenvolvimento da
brusone em cultivares de arroz, em ensaios conduzidos em estufas de topo aberto. Os objetivos
especificos do projeto incluiram a avaliacdo dos efeitos do aumento do CO, sobre o
crescimento, a incidéncia e a severidade da brusone em trés cultivares de arroz; o teor de
silicio acumulado na parte aérea das plantas; a caracterizacdo quimica e microbioldgica da
rizosfera de plantas de arroz e a ocorréncia de bactérias diazotroficas endofiticas nas raizes das

plantas.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Mudanga climética

A mudanca climatica é um desafio e um fator importante que 0 homem
tem procurado compreender nas Ultimas décadas. O conjunto formado pela atmosfera, oceano
e superficie da Terra é definido como sistema climético e as variacBes da constante solar, as
variacfes na Orbita da Terra ao redor do sol e as erupgdes vulcanicas sdo consideradas
forcantes externas ao sistema que podem alterar o clima. O homem, através do uso intenso dos
recursos naturais fornecidos pelo planeta, como a queima de combustiveis fosseis,
desmatamentos e uso da terra, entre outros, também provoca a alteracdo climatica. O efeito
estufa que aquece a superficie da Terra € consequéncia da absorcdo eficiente de radiacdo
infravermelha por constituintes atmosféricos. Como resultado da agdo do homem, a
concentracdo de alguns dos gases do efeito estufa natural tem aumentado e, desta forma, um
efeito estufa adicional produzido tem sido introduzido na atmosfera. A intensificagdo desse
efeito provoca o aquecimento da superficie da Terra. Quando os efeitos de feed back internos
ao sistema climatico sdo levados em conta, torna-se claro que as atividades humanas estéo
conduzindo uma mudancga climética global que pode produzir variagdes muito intensas na
temperatura da superficie da Terra, que durariam por milhares de anos (HARTMAN, 1994).

As concentragdes atmosféricas globais de dioxido de carbono, metano

e Oxido nitroso aumentaram em consequéncia das atividades humanas desde 1750 e



ultrapassaram em muito os valores pré-industriais determinados com base em testemunhos de
gelo de milhares de anos. Os aumentos da concentragdo de CO, atmosférico se devem
principalmente ao uso de combustiveis fosseis e @ mudanca no uso da terra (CANADELL et
al.,, 2007). J& os aumentos da concentracdo de metano e Oxido nitroso sdo devidos
principalmente a agricultura (SPAHNI et al., 2005; IPCC, 2007).

Segundo Assad e Pinto (2008), a configuracdo da produgdo agricola
brasileira, do jeito como é conhecida hoje, pode mudar significativamente nos préximos anos
em decorréncia do aquecimento global. Se nada for feito para mitigar os efeitos das mudancas
climéticas e adaptar as culturas para a nova situacdo, regiées que atualmente sdo as maiores
produtoras de grdos podem ndo estar mais aptas ao plantio bem antes do final do século. A
mandioca pode desaparecer do Semi-Arido nordestino, e o café arabica tera poucas condicoes
de sobrevivéncia no Sudeste. Por outro lado, os autores também afirmam que a regido Sul, que
hoje é mais restrita as culturas adaptadas ao clima tropical por causa do alto risco de geadas,
deve experimentar uma reducdo desse evento extremo, ficando assim com mais &reas de baixo
risco ao plantio dessas culturas. E a cana, apta a enfrentar temperaturas mais altas, pode dobrar
sua area de ocorréncia. A expectativa é que nas proximas décadas essa migracdo de culturas
faca com que a producdo agricola do pais gere uma nova ordem geografica.

As variaveis climaticas (umidade, temperatura, vento, etc.) interferem
na incidéncia de doencas, pois afetam o crescimento, a reproducdo e a disperséo das plantas e
dos patdgenos. Os efeitos das mudancas climaticas sobre os danos causados pelas doencas sdo
determinados pelas interagdes de um grande numero de fatores diretos e indiretos. Entre os
fatores diretos, as alteracdes da fisiologia e da morfologia da planta hospedeira, pelo aumento
no teor de CO,, podem influir na intercepc¢éo da luz e precipitagdo, modificar a estrutura da
parte aérea da planta e, consequentemente, o microclima, o que influencia os componentes
epidemioldgicos das doencas. Algumas doengas podem reduzir o desenvolvimento das plantas
de forma mais acentuada em ambiente enriquecido com CO,, como relatado para oidio em
cevada (HIBBERD et al., 1996). O crescimento de plantas doentes é frequentemente reduzido,
mesmo quando a severidade da doenca € diminuida com a elevagdo do CO,
(CHAKRABORTY et al., 2000a).

A manutenc&o da sustentabilidade dos sistemas agricolas é diretamente

dependente da protecdo de plantas. Dessa forma, é fundamental o estudo dos impactos em



doengas de plantas, com a finalidade de minimizar perdas de producdo e de qualidade,
auxiliando a escolha de estratégias para contornar os problemas (CHAKRABORTY et al.,
2000a).

4.1.1. Dioxido de carbono (CO,)

O CO; é o0 gas de efeito estufa antropico mais importante. Sua
concentracdo atmosférica aumentou de um valor pré-industrial de cerca de 280 pmol mol™
para 379 pmol mol™ em 2005, ultrapassando em muito a faixa natural dos Gltimos 650.000
anos (180 a 300 umol mol™), como determinado a partir de testemunhos de gelo (analises das
bolhas de ar contidas em testemunho de gelo na Antartica). A principal fonte de aumento da
concentracdo atmosférica de CO, desde o periodo pré-industrial se deve ao uso de
combustiveis fdsseis, sendo que a mudanca no uso da terra contribui com uma parcela
significativa, porém menor (IPCC, 2007), e cerca de 40% das emissdes antropicas
permanecem na atmosfera (TANS et al., 1996; CONWAY et al., 1994).

O CO, atmosférico € absorvido pelas plantas clorofiladas e bactérias
quimiossintetizantes onde é utilizado para a formacdo de compostos organicos. Parte do CO,
volta diretamente a atmosfera pela respiracdo das plantas. Durante o dia a planta absorve CO,
e libera O, por meio da fotossintese, mas durante a noite as plantas deixam de realizar
fotossintese e passam a dar contribuicdo para o aumento da concentragdo em seu processo
respiratorio (absorvem O, e liberam CO,) (SANTQOS, 1999). Porém, o equilibrio ndo é perfeito
e o resultado final dependera de outros processos, que irdo controlar uma produgdo ou mesmo
absorcdo liquida de CO..

As tendéncias dos impactos devido as alteracdes da concentracdo de
CO, na agricultura sdo pouco precisas (GHINI, 2005). Mudancas morfoldgicas e fisioldgicas
que podem ocorrer e afetar as interacdes patdgeno-hospedeiro incluem a reducdo na densidade
de estdbmatos, maior acumulo de carboidratos nas folhas, maior camada de ceras e de células
epidermais, com aumento no teor de fibras, producéo de papilas, acimulo de silicio e aumento
do ndmero de células do mesofilo (CHAKRABORTY et al.,, 2000a). A elevacdo da
concentragdo de CO; altera o inicio e a duragdo dos estadios de desenvolvimento do patogeno.

Dessa forma, 0s mecanismos de resisténcia das plantas hospedeiras podem ser quebrados mais
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rapidamente, como resultado do desenvolvimento acelerado das popula¢Bes dos patdgenos
(CHAKRABORTY et al., 2001).

Na literatura, ndo esta claro se a severidade das doencas ira aumentar
ou diminuir (THOMPSON e DRAKE, 1994; MANNING e TIEDMANN, 1995; HIBBERD et
al., 1996; JWA e WALLING, 2001). Plantas de tomate submetidas ao CO, atmosférico
elevado (700 umol mol™), apresentaram aumento na tolerancia & infecéio por Phytophthora
parasitica (JWA e WALLING, 2001). Hibberd et al. (1996) verificaram que niveis elevados
de CO, atmosférico (700 pmol mol™ reduziram a penetracdo por Erysiphe graminis em folhas
de cevada. Thompson e Drake (1994) relataram a reducgdo de oidio (E. graminis) em trigo sob
as mesmas condicdes de CO,.

Por outro lado, a severidade da infeccdo por um fungo patogénico ndo
identificado aumentou na grama Spartina patens. Manning e Tiedemann (1995) sugeriram que
a elevacdo do CO, atmosférico aumentou o crescimento e densidade dos perfilhos da grama e,
consequentemente, tornou o microclima mais favoravel ao desenvolvimento de diversas

doencas.
4.2. Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das plantas alimenticias mais antigas
utilizadas pelo homem, sendo impossivel determinar com exatiddo a época em que comecgou a
ser cultivado. Na literatura chinesa de 3.000 A.C., menciona-se a cerimonia da semeadura do
arroz, um evento que somente o imperador tinha o privilégio de presidir (ANGLADETTE,
1969).

No Brasil, a producdo de arroz estd em torno de 11,32 milhdes de
toneladas e tem um consumo per capita de 45 kg/hab/ano (CONAB, 2008). O plantio no
ecossistema de terras altas corresponde a 66 % da area total cultivada de arroz no Brasil, e
contribuiu com 31 % da producédo nacional (SANINT, 1997). A baixa produtividade se deve
principalmente aos baixos investimentos em manejo da cultura, deficiéncia hidrica, genética e
doencas. A tolerancia da planta ao calor e ao frio varia bastante ao longo de seu ciclo, o que
faz com que a temperatura otima para o seu desenvolvimento fique entre 20 °C a 35 °C. A fase

mais sensivel do arroz a altas temperaturas é a floracéo, que s6 ocorre com sucesso entre 30 °C
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a 33 °C. A cultura também é bastante dependente de agua, principalmente no periodo de
florescimento e enchimento dos gréos. Se estas fases do ciclo de vida da planta cairem em uma
época de estresse hidrico, os processos de desenvolvimento reprodutivo podem ser
prejudicados, resultando em esterilidade, dessecamento das espiguetas e, por fim, numa
diminuicdo no rendimento da cultura (ASSAD e PINTO, 2008).

Luo et al. (1995), ao realizarem uma andlise de risco sobre os efeitos
provocados por mudancas nos padrdes de temperatura e raios UV-B em epidemias causadas
por Magnaporthe grisea em arroz na Asia, relataram que, em zonas tropicais Umidas e
subtropicais quentes e Umidas, como o Sul da China, Filipinas e Tailandia, baixas
temperaturas aumentaram o risco de epidemias da brusone, desde que essas temperaturas
estivessem entre os valores favoraveis a ocorréncia dessa doenca. No entanto, uma grande area
abaixo da curva de progresso da doenca ndo apresentou resultados de baixa produtividade da
cultura, pois os efeitos no crescimento da planta também foram considerados. Os autores
também relataram que o aumento da radiacdo UV-B intensificou significativamente a
ocorréncia da doenca.

Estudos realizados por Assad e Pinto (2008), baseados em dados
fornecidos pelo IPCC (2007), mostraram que as mudancas climaticas devem provocar reducdo
de areas de baixo risco para a cultura do arroz principalmente no Agreste e nas regides de
Cerrado nordestino, compreendido entre o sul do Maranh&o, o sul do Piaui e o oeste da Bahia.
O cultivo deve acentuar, nos proximos anos, um movimento que ja vem ocorrendo hoje de
migracdo para o centro-norte do Mato Grosso em busca de condi¢cdes mais favoraveis de
distribuicdo de chuvas. O arroz sé ndo deve sofrer um impacto maior porque atualmente seu

nivel de produtividade vem crescendo bastante.

4.2.1. Brusone do arroz

Um dos maiores entraves ao cultivo do arroz, sobretudo no sistema de
sequeiro, atualmente denominado de terras altas, € a ocorréncia de brusone. O seu agente
etioldgico é o fungo Magnaporthe grisea (Hebert) Barr [=Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.] e
tem sido responsavel por perdas totais ou parciais das lavouras. Por isso, tem se constituido

em uma das maiores preocupagdes dos rizicultores. No Brasil, segundo Silva (1980), os danos
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ocasionados pela brusone podem chegar a 100 %, dependendo do grau de suscetibilidade da
cultivar, do sistema de producéo e das condi¢des climaticas. Em experimentos conduzidos sob
condicdes de campo (PRABHU e MORAES, 1986), os danos em producao variaram de 15 a
30 %. A cada aumento de 1 % na severidade da doenca, a produtividade diminuiu 2,7 % e 1,5
% em cultivares de ciclo curto e longo, respectivamente (PRABHU, 1989).

A brusone ocorre desde o estadio de plantula até a fase de maturacdo
da cultura. Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formacéo de pequenas lesGes necroticas,
de coloracdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho, tornando-se elipticas, com
margem marrom e centro cinza ou esbranquicado. Em condi¢fes favoraveis, as lesbes
coalescem, causando a morte das folhas e, em muitas vezes, da planta inteira. Os sintomas
observados nos entren0s sdo comuns somente nas cultivares suscetiveis de arroz de terras
altas. Diversas partes da panicula, como raquis, ramificacbes primarias, secundarias e
pedicelos, também sdo infectadas. Em condicbes de alta umidade, o fungo esporula nas
espiguetas, causando chochamento completo na fase leitosa. Detalhes dos sintomas séo
descritos em diversas publicacfes (RIBEIRO, 1984; WEBSTER e GUNELL, 1992; PRABHU
etal., 1995).

O agente causal da brusone M. grisea é perpetuado assexualmente por
meio de conidios. Nas cultivares suscetiveis, a quantidade de lesdes esporulativas depende das
praticas culturais adotadas e muitos fatores afetam a producdo e a liberacdo de conidios tais
como temperatura, precipitacdo pluviométrica, umidade, vento e a resisténcia do hospedeiro.

A esporulacdo aumenta quando a umidade relativa é superior a 93 % e
ndo ocorre abaixo de 89 %, enquanto que a temperatura ideal varia entre 25 e 28 °C. Sob
condicBes ideais, alta taxa de producdo de conidios ocorre entre trés e oito dias apds o
aparecimento da leséo e estende-se por mais de 20 dias (KIM, 1994). As lesdes mantém sua
capacidade de esporulagdo por periodos mais prolongados quando a temperatura varia entre 16
e 24 °C, do que com temperatura constante de 28 °C.

Precipitagdes com intensidade superior a 3,5 mm/dia sdo importantes
na reducdo da doenca (KIM, 1994). A incidéncia de brusone em arroz de terras altas, em anos
chuvosos, tem sido menor que em anos com deficiéncia hidrica. No Brasil Central, a alta
severidade da brusone € favorecida por oscilacbes de temperatura entre o dia e a noite,
resultando em periodos prolongados de orvalho (PRABHU e MORAIS, 1986).
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Plantas de arroz crescidas em ambiente com elevado CO, atmosférico
(200 a 280 pumol mol™ CO, acima da concentragdo atmosférica atual) foram mais suscetiveis a
brusone do que as plantas crescidas em ambiente sem a injecdo do gas, indicadas pelo
aumento no namero de lesdes de brusone por folha. A reducdo no conteddo de silicio nas
folhas de arroz devido a uma reducéo na taxa de respiracdo explicou o aumento na severidade
da doenca no experimento do tipo FACE (Free Air Carbon Dioxide Enrichment). Em contraste
com a brusone nas folhas, a severidade da brusone nas paniculas ndo foi afetada pelo
enriquecimento do CO, atmosférico sob condigdes artificiais de inoculacdo do fungo
(KOBAYASHI et al., 2006).

4.2.2. Rizosfera do arroz

A rizosfera refere-se a regido do solo influenciada pelas raizes, com
maxima atividade microbiana. O crescimento das plantas é controlado substancialmente pelo
solo na regido radicular, um ambiente que a propria planta ajuda a criar e onde a atividade
microbiana associada exerce diversas atividades benéficas. A rizosfera é importante para
processos relacionados com a nutri¢cdo da planta, trocas de O, e CO,, gradientes de unidades
do solo, mineralizagdo, amonificacéo, nitrificacdo e simbiose.

O efeito geral do aumento da concentragdo atmosférica de CO, em
plantas € o aumento nas taxas fotossintéticas e na maior produtividade da planta (STITT,
1991). Muitas espécies de planta alocam relativamente mais carbono fixado abaixo do solo
quando expostas ao CO, elevado (COTRUFO e GORISSEN, 1997). O aumento no
crescimento das plantas e, consequentemente, de suas raizes, promove uma elevagdo do
carbono organico do solo devido ao aumento da rizodeposicdo. Assim, maiores taxas de
respiracdo do solo sdo observadas sob condi¢fes de CO, atmosférico elevado (ZAK et al.,
2000).

A composic¢éo bioquimica do solo provavelmente é alterada em niveis
elevados de CO,; a relagdo C:N nas raizes e nas folhas aumenta (COTRUFO et al., 1998), mas
pouco se sabe sobre a composicao das substancias que sao liberadas pelas raizes em condicoes
de CO, atmosferico elevado (HODGE et al., 1998). Os decompositores do solo séo geralmente

limitados pelo carbono; consequentemente, mudancas na rizodeposicdo das plantas podem ter
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um efeito significativo na biomassa, na atividade e na estrutura das comunidades microbianas
do solo. Niveis elevados de CO; resultaram no aumento da biomassa microbiana do solo
(COTRUFO e GORISSEN, 1997; DHILLION et al., 1996; DIAZ et al., 1993; ZAK et al.,
1996), no entanto outros estudos ndo detectaram tal efeito (NIKLAUS e KORNER, 1996;
O'NEILL et al., 1987; RUNION et al., 1994).

A atividade dos microrganismos é avaliada em termos metabdlicos,
como por exemplo, através da avaliacdo da taxa de respiracdo (consumo de O, ou emissao de
CO,), reacdes bioquimicas especificas ou observacées microscépicas in situ (SIQUEIRA et
al., 1994). A hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) é um método utilizado para avaliar a
atividade microbiana no solo. A fluoresceina permanece na célula causando fluorescéncia
intracelular que pode ser visualizada por espectrofotometria (BOEHM e HOITINK, 1992;
INBAR et al., 1991).

Diversos estudos tém mostrado que alguns genotipos de arroz
cultivados podem obter parte do N necessario ao seu desenvolvimento pelo processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (LADHA et al., 1987). As bactérias que habitam o
interior do tecido vegetal podem contribuir de forma mais efetiva para a FBN, ja que a troca se
faz de forma direta, e ha menos competicdo por fontes de carbono, pois nem todos os
microrganismos sao capazes de penetrar no tecido vegetal (BALDANI et al., 1997). Vérias
bactérias diazotroficas endofiticas, representantes dos géneros Azoarcus, Azospirillum,
Burkholderia e Herbaspirillum, foram identificadas em associacdo com variedades de arroz,
em diferentes paises. Entretanto, pouco se sabe a respeito da diversidade da populacdo desses

géneros, nessa cultura.

4.3. Silicio

O silicio (Si) geralmente n&o é considerado entre o grupo de elementos
essenciais ou funcionais para o crescimento das plantas. Por isso ndo tem sido estudado no
Brasil tdo intensivamente como outros nutrientes. Entretanto, numerosos autores no Japao,
Coréia, Taiwan e no Sul da Flérida, nos Estados Unidos, tém demonstrado a importancia do Si
para as culturas do arroz e da cana-de-acucar (IMAIZUMI e YOSHIDA, 1958; TAKIJIMA et
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al., 1970; LIAN, 1976; YOSHIDA et al., 1979; SNYDER et al., 1986; DATNOFF et al.,
1992).

Mesmo ndo sendo essencial, do ponto de vista fisioldgico, para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas (EPSTEIN, 1994), a sua absorc¢do traz inimeros
beneficios, principalmente ao arroz. Pesquisas realizadas em solos orgéanicos no Sul da Florida
demonstraram que a fertilizagdo com Si reduziu a incidéncia de brusone de 17 % a 31 % e a
mancha parda de 15 % a 32 % do arroz, em relacdo ao tratamento que ndo recebeu silicio
(DATNOFF et al., 1991).

A incidéncia de doencas é menor quando o teor de Si no tecido da
planta ¢ maior (DATNOFF et al., 1991; OSUNA-CANIZALES et al., 1991; KORNDORFER
et al., 1999). O Si € absorvido pelas plantas como acido monosilicico - Si(OH); (JONES e
HANDRECK, 1967), e acredita- se que 0 mecanismo de resisténcia da planta esteja associado
com o teor de Si no tecido da parede celular, tornando-a mais resistente a degradacédo
enzimética. Segundo Balastra et al. (1989), o silicio é transportado pelo xilema e as maiores
quantidades sdo depositadas na parede celular destes vasos. Uma vez depositado, o silicio
torna-se imovel e ndo mais se redistribui nas plantas. Snyder et al. (1986) sugerem que as
plantas de arroz deveriam conter pelo menos 3 % de Si na parte aérea para garantir um 6timo
desenvolvimento.

Uma boa colheita de arroz chega a extrair 1,5 t de SiO/ha
(MALAVOLTA, 1980). Varios pesquisadores (ALESHIN et al., 1987; DATNOFF et al.,
1991; OSUNA-CANIZALES et al., 1991) tem mostrado que o silicio reduz a severidade de
varias doencgas de importancia econdmica tais como a brusone, mancha parda e escaldadura
entre outras. Estas doencas tendem a diminuir com o aumento da concentragdo de silicio no
tecido foliar (DATNOFF et al., 1991; OSUNA-CANIZALES et al., 1991).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Caracterizacao da area experimental

O experimento foi conduzido por um periodo de dois anos na area
experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Meio Ambiente, em
Jaguaritna/SP, que se localiza na latitude 22°41” Sul e longitude 47° Oeste, com altitude de
570 m. O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen (CRITCHFIELD, 1960), é do
tipo Cwa, definido como tropical tmido com estagcdo chuvosa distinta no verdo e seco no
inverno.

O estudo foi feito seguindo delineamento experimental de blocos ao
acaso, com trés repetigdes e trés tratamentos: sem estufa de topo aberto (“open-top chambers”,
OTC) (Test), com estufa sem injecdo de CO, (Est) e com estufa com injecdo de CO, (Est +
CO,) até atingir entre 100 a 300 pmol mol™ acima da concentragdo atmosférica atual
(aproximadamente 379 pmol mol™ CO,), sendo esse o valor estimado pelo IPCC (2007) para
2050 (445 a 710 pmol mol™ CO,) (Figura 1A).

As estufas utilizadas possuem formato circular, com estrutura de ferro
galvanizado, com 1,9 m de didmetro e 2 m de altura, laterais protegidas por um filme plastico
transparente de polietileno com aditivo estabilizador de luz ultravioleta, e equipadas com um
redutor de abertura do topo para deflexionar o ar e prevenir a diluicdo da concentracédo
desejada de CO, dentro da estufa (Figura 1B).
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Figura 1A. Esquema da area experimental do ensaio com estufas de topo aberto sem (Est) ou
com injecdo de CO, (Est + CO;) e sem estufa (Test); B. Foto da area experimental. IRGA =

Infrared gas analyzer.

Tubos de 5 mm de didmetro contidos em tubos de PVC (10 cm de
didmetro), na profundidade de 15 cm, com a extremidade instalada no centro das parcelas a 50
cm do solo, conduziram as amostras de ar para um analisador infravermelho de gas (IRGA,
“infrared gas analyzer”, marca P.P. Systems, modelo WMA-4, 0 a 2000 pmol mOI'l), que
forneceu informagdes para um multiplexador de corrente (marca Campbell Scientific, modelo
SDM CD16AC) que regulou a abertura de valvulas para injecdo de CO, na estufa (tratamento
Est+CO,). O CO, puro foi injetado contra um ventilador para assegurar uma mistura adequada
e atingir a concentragdo visada. Estufas semelhantes a descrita, sem injecdo de CO,
(tratamento Est), foram utilizadas para comparac6es, fornecendo as condi¢Ges de atmosfera
atual. Além disso, parcelas sem a estufa (tratamento Test) foram monitoradas quanto as
variaveis climaticas para verificar os efeitos da estrutura da estufa.

Amostras de ar de todas as parcelas foram continuamente coletadas e
analisadas em intervalos de 10 minutos. Sensores de temperatura e radiacdo solar forneceram
informacdes que também foram registradas e armazenadas em coletores de dados
(dataloggers). O sistema de irrigacdo por aspersao foi acionado manualmente, em periodos

sem a ocorréncia de precipitacéo.
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A érea é utilizada com tal finalidade desde 2005 com experimentos de
injecdo de CO, em parcelas com e sem estufa, sendo conduzidas culturas de arroz, soja, café e
feijao.

As amostras de solo foram retiradas na camada de 0-15 cm, nas
entrelinhas da cultura, com trés repeticbes de cada tratamento, onde cada amostra foi
composta por cinco subamostras. A Tabela 1 apresenta os dados de fertilidade do solo dos trés
tratamentos no periodo do ensaio 1 (safra 2007/08) e antes da instalacdo do ensaio 2 (safra
2008/09).

Tabela 1. Atributos quimicos de fertilidade do solo nas areas amostradas (camada 0-15 cm) de
estufas de topo aberto sem (Est) ou com injecdo de CO, (Est + CO,) e sem estufa (Test). Datas

da amostragem: marco de 2008 e novembro de 2008.

MO  pH P K Ca Mg  H+Al CTC v

Tratamento g/dm3 CaCl, mg/dm®  ------------------ mmolc/dm3-----------------—- (%)
————— mar¢o/2008

Test 21,0 59 594 0,9 450 16,0 16,7 78,5 78,7

Est 21,7 58 465 11 457 15,7 21,0 80,1 77,5
Est+CO2 18,0 58 50,3 0,8 420 15,0 19,0 76,8 75,3

-- novembro/2008 e
Test 27,3 55 380 1,7 480 17,3 21,0 88,2 74,7
Est 27,3 54 230 14 450 13,7 23,3 83,5 71,0

Est+CO2 27,3 5,5 200 13 457 13,3 22,3 82,9 72,7

5.2. Preparo da area, instalacéo e conducao dos experimentos

O preparo do solo constituiu no destorroamento de dez centimetros
superficiais do solo com enxada e nivelamento. No ensaio 1 (safra 2007/08), o solo foi
adubado com 300 kg ha* da férmula 10-10-10 e 25 kg ha™ na forma de sulfato de amdnio, e
adubacéo organica (esterco de gado) na dosagem de 7 L m™. No ensaio 2 (safra 2008/09), ndo
foi feita adubacéo, pois os atributos relativos a fertilidade mostraram-se adequados na anélise
realizada. Foram feitas adubag@es periddicas com uréia (8 kg.ha™).

Realizou-se a semeadura da safra 2007/08, em linha, no dia

27/12/2007 de 120 sementes de arroz da cultivar Agulha Precoce, 60 sementes da cultivar
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Caloro e 60 sementes da cultivar Shao Tiao Tsao, em sistema de cultivo de sequeiro. As
parcelas foram dividas em quatro subparcelas, sendo duas destinadas a semeadura da cultivar
Agulha Precoce, uma a cultivar Caloro e uma a cultivar Shao Tiao Tsao (Figuras 2A e 2B).
Na safra 2008/09 (semeadura em 05/01/2009), utilizou-se as cultivares Agulha Precoce e
Shao Tiao Tsao, com 90 sementes por cultivar, semeadas em linhas intercaladas dentro da

parcela.

Figura 2A. Esquema da semeadura do arroz nas parcelas na safra 2007/08; B. Foto da parcela
1 (Testemunha).

Durante a safra 2007/08, duas aplicacfes do inseticida deltametrina
(Decis 25 CE), na dose de 1L haforam realizadas visando principalmente ao controle da
lagarta-das-folhas (Spodoptera frugiperda). O controle de plantas invasoras foi feito por meio
de capinas manuais. Todas as avaliacdes de campo foram realizadas nas areas Gteis (trés linhas

centrais de cada quadrante), durante o periodo de cultivo.
5.3. Inoculagdo de Magnaporthe grisea

Isolados de M. grisea, P01, 2449, 1365, fornecidos pela Embrapa
Arroz e Feijao, foram utilizados para o preparo de in6culo. Foi utilizado meio constituido por
15 g de farelo de arroz, 15 g de aveia em flocos finos, 5 g dextrose, 20 g agar, 4gua destilada
gsp 1000 mL, determinado como um bom indutor de esporulagdo (MALAVOLTA et al.,
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2009). Os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo esse meio, e incubados
por 11 dias a temperatura de 27 °C e 12 h de alternancia de luz branca e fluorescente/escuro.
Apds esse periodo cada placa recebeu 3 mL de agua destilada esterilizada e a col6nia teve seu
micélio aéreo retirado com o auxilio de uma alga de Drigalski, sendo entdo transferidas para
luz fluorescente continua, & temperatura de 27 °C, por dois dias. As superficies das placas
foram entdo lavadas com 4gua com Tween (0,02% v/v) destilada e esterilizada. As suspensdes
obtidas foram filtradas com pano de voal e algoddo. A concentracdo de conidios foi ajustada
para aproximadamente 3 10° conidios mL™.

As plantas de arroz foram inoculadas durante o periodo vegetativo com
0s esporos de M. grisea, logo apds o por do sol, pulverizando-se manualmente 2 mL da
suspensdo de conidios por planta, sendo essa quantidade aumentada nas demais pulverizaces,
até atingir 30-40 mL da suspensdo de conidios por planta . Na safra 2008/09 as parcelas foram
cobertas com plastico preto e inoculadas com os esporos do fungo, sendo o pléstico retirado
logo ap6s o amanhecer do dia seguinte. O plastico impediu a entrada de vento e manteve a
umidade na superficie da folha.

A inoculacdo foi feita cinco vezes em cada ensaio, sendo conduzidas
no inicio da formacdo da cultura. Na safra 2007/08, uma ocorréncia natural de brusone nas
plantas foi observada logo no inicio do desenvolvimento da cultura, sendo feitas somente trés
inoculagBes nesse periodo.

5.4. Avaliacgdes

Foram avaliadas as caracteristicas de desenvolvimento das plantas,
incidéncia e severidade da brusone do arroz, caracterizagdo quimica e microbiolédgica da
rizosfera de plantas de arroz e teor de silicio acumulado na parte aérea das plantas. No
primeiro ensaio foi avaliada também a ocorréncia de bactérias diazotroficas endofiticas nas

raizes das plantas.
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5.4.1. Brusone do arroz

Avaliou-se a incidéncia da brusone nas folhas em dez plantas de cada cultivar/parcela
tomadas ao acaso. A severidade, expressa em porcentagem de area foliar afetada, foi
determinada em todas as folhas superiores completamente distendidas, dos perfilhos principais
em dez plantas, em trés linhas centrais das parcelas aos 33, 36, 39, 43, 48, 57 e 63 dias apds o
plantio (DAP) na safra 2007/08, e aos 36, 42, 49, 57, e 64 DAP na safra 2008/09. Para essa
avaliacdo utilizou-se uma escala considerando 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 e 82 % de area
foliar afetada, de acordo com Notteghem (1981). Com os dados da severidade da brusone,
procedeu-se a construcdo da curva de progresso e a determinacdo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Essa foi calculada pelo somatorio das areas trapezoidais,

conforme metodologia proposta por Campbell e Madden (1990).

5.4.2. Brusone nos perfilhos

Na safra 2007/08, durante a fase de maturacdo, foram feitas trés avaliac6es de perfilho
na cultivar Shao Tiao Tsao aos 115, 122 e 130 DAP, fazendo-se a contagem de todas as
plantas e anotando-se o nimero de plantas com ruptura do tecido da regido nodal e morte das
partes situadas acima deste ponto, caracterizando a presenca de M. grisea nos perfilhos das
plantas. Dessa forma, obteve-se a porcentagem de plantas doentes da cultivar nas parcelas.
Com os dados da incidéncia da doenca, procedeu-se a construcdo da curva de progresso e a
determinacdo da area abaixo da curva da incidéncia da doenca (AACID). Essa foi calculada
pelo somatério das areas trapezoidais, conforme metodologia proposta por Campbell e
Madden (1990).

5.4.3. Patologia de sementes

Na safra 2007/08 e 2008/09 avaliou-se a incidéncia de M. grisea nas
sementes de arroz da cultivar Shao Tiao Tsao por meio do teste de papel de filtro com
congelamento (NEERGAARD, 1977). As cultivares Agulha Precoce e Caloro ndo foram

avaliadas por ndo apresentarem sinais da brusone nos perfilhos. Amostras de 100 sementes de
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cada parcela foram incubadas em placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo, trés folhas de
papel de filtro umedecidas com agua destilada. Utilizaram-se quatro placas por tratamento,
com 25 sementes em cada. Estas foram mantidas em ambiente controlado, com temperatura de
20+2 °C, em fotoperiodo de 12 h de luz branca e 12 h de escuro, seguindo-se um periodo de 24
h a -18 °C, e posteriormente retornado as condic@es iniciais de incubacdo por um periodo de
cinco dias. Apos esse periodo de incubagdo, a avaliagdo foi realizada em cada semente
individualmente, sob microscopio estereoscdpico, sendo a identificacdo dos fungos feita pelas
caracteristicas morfoldgicas de crescimento sobre as sementes e também em microscopio

Optico, por meio de laminas feitas do material coletado nas sementes.

5.5. Caracteristicas agronémicas

Vaérias caracteristicas de importancia para a cultura foram avaliadas
com o objetivo de relacionar o efeito dos diferentes tratamentos de CO, com a doenca. As
caracteristicas avaliadas foram: altura de plantas, massa da parte aérea, massa de paniculas e
massa de grdos. Para determinar a altura de plantas, durante a fase vegetativa (27, 36 e 57
DAP na safra 2007/08, e 36, 49 e 64 DAP na safra 2008/09), tomaram-se aleatoriamente,
cinco plantas representativas da area util. Cada planta foi medida do solo até a extremidade da
folha mais alta e, em seguida, estimou-se a média por parcela. Para a massa seca das plantas,
foram amostradas ao acaso dez plantas representativas da area Util, aos 36 e 83 DAP na safra
2007/08 e aos 36, 49 e 64 DAP na safra 2008/09. As plantas foram acondicionadas em sacos
de papel e posteriormente colocadas em estufa a 62 °C até atingirem massa constante. Apds
esse periodo foram retiradas e pesadas em balanca semi-analitica, estimando-se a média de
cada cultivar por parcela. A massa de paniculas foi determinada aos 92 DAP (safra 2007/08) e
90 DAP (safra 2008/09), para tanto, tomaram-se aleatoriamente, dez paniculas de cada cultivar
por parcela. As paniculas foram colocadas em sacos de papel e acondicionadas em estufa a 62
°C até atingirem massa constante. O valor obtido apos esse periodo foi dividido pelo numero
total de paniculas, obtendo dessa forma a massa média por panicula. A massa de grdos foi
determinada aos 92 DAP para a safra 2007/08 e 90 DAP para a safra 2008/09, seguindo a
metodologia indicada pelas “Regras para analises de sementes” (IRIGON e MELLO, 1992),
onde de cada parcela util colhida foi tomada uma amostra aleatdria de 100 gréos, seca em
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estufa a 62 °C até atingir massa constante e, posteriormente, pesada em balanca eletrénica
calibrada.

Aos 80 DAP (safra 2007/08) e 75 DAP (safra 2008/09), as folhas-
bandeira de 30 plantas de arroz foram retiradas e analisou-se o contetdo Si segundo o método
descrito por Elliott e Snyder (1991). Pesou-se 0,1 g da amostra (tecido foliar) e colocou-se em
tubo de plastico. A seguir foi acrescentado 2 mL de H,0, (30%) mais 3 mL de NaOH (1:1).
Depois de agitados, os tubos foram imediatamente colocados na autoclave por um periodo de
1ha123°Ce 1,5 atm. de pressdo. Uma aliquota do material digerido foi misturado com 2 mL
de molibdato de aménio 1:5 [(NH4)sM070,4.4H,0:4gua destilada] para a formacdo do
complexo amarelo &cido silicomolibdico [H4(SiM012040)]. A formagdo do complexo acido é
méaxima entre pH 1,0 e 2,0. Para baixar o pH das amostras, quantidades de HCI (50%)
proporcionais ao volume da aliquota foram adicionadas. O acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico
(redutor), utilizado para eliminar a interferéncia do P e do Fe, foi substituido pelo é&cido
oxalico (75 g de (COOH),. 2H,0 em 200 mL de agua destilada) na proporcdo de 2 mL por
amostra. A leitura do Si nos extratos foi feita em foto-colorimetro, no comprimento de onda de
410 nm. A quantidade de Si acumulada na parte aérea foi calculada com base na concentragédo

de Si da parte aérea.

5.6. Rizosfera do arroz

Trés subamostras da rizosfera do arroz (com 5x5 cm de largura e
comprimento e 6-8 cm de profundidade), aos 83 DAP (safra 2007/08) e 95 DAP (safra
2008/09), foram retiradas de cada parcela. O solo préximo a superficie das raizes foi
gentilmente retirado, destorroado, peneirado (2 mm) e homogeneizado formando uma amostra
composta de 0,5 kg. Foram feitas as analises de pH, condutividade elétrica, atividade
microbiana e liberacdo de CO..

Para a determinacdo do pH, amostras de 10 g de solo, em trés
repeticGes, foram colocadas em frascos de pléstico, juntamente com 25 mL de agua
bidestilada. A seguir, procedeu-se a agitacdo em agitador mecanico por 15 min a 120 rpm. As
amostras ficaram em repouso por 3 h e procedeu-se a leitura em pHmetro — Digimed digital
(DM — 20). Para a analise de condutividade fez-se triplicatas das amostras utilizando-se 10 g
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de solo para cada repeticdo. Estas foram colocadas em frascos de Erlenmeyer (250 mL), a
seguir adicionou-se 50 mL de &gua bidestilada. Posteriormente, agitou-se mecanicamente as
amostras por 2 h a 120 rpm. As amostras ficaram em repouso por uma noite e procedeu-se a
leitura da condutividade do sobrenadante em condutivimetro calibrado.

Para a determinacdo da atividade microbiana do solo, foi usado o
método de hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA), semelhante ao descrito por Boehm e
Hoitink (1992) e citado por Ghini et al. (1998). Amostras de 5 g de solo, em trés repeticdes,
foram colocadas em frascos de Erlenmeyer (250 mL), juntamente com 20 mL de tampé&o
fosfato de potassio 60mM, pH 7,6 (8,7 g de K;HPO, e 1,3 g de KH,PO,/L de agua destilada).
A reacdo de hidrolise de FDA (Sigma Chemical Co.) foi iniciada adicionando-se 0,2 mL (200
uL) de solucdo estoque de FDA (2 mg mL™ acetona). As amostras foram colocadas em
agitador a 160 rpm e incubadas a 25°C, durante 20 min. A reacéo foi interrompida pela adicdo
imediata de 20 mL de acetona por frasco. A seguir, procedeu-se a filtragem de cada amostra
utilizando-se papel de filtro (Whatman n° 1), sendo os filtrados recolhidos em tubos de ensaio
mantidos a baixa temperatura para evitar a evaporacdo da acetona. Em espectrofotbmetro,
determinou-se a absorbancia (490 nm) dos filtrados. O teor de umidade foi utilizado para
estabilizar a equacdo da hidrolise de diacetato de fluoresceina. Foram pesadas cerca de 10 g de
solo, em trés repetices. Procedeu-se a secagem das amostras em estufa de secagem a 100 °C
até se obter a massa constante (aproximadamente 24 h). A partir dos resultados fez-se o
calculo do fator de correcdo da umidade Ps/Pu, para cada uma das amostras, onde Ps (massa
do solo seco) e Pu (massa do solo umido). A concentracdo de FDA hidrolisado (ug FDA
hidrolisado/g solo seco) foi obtida por meio de uma curva padréo. A curva padréo foi obtida
adicionando-se FDA, nas quantidades de 0, 100, 200, 300 e 400 pg, em 5 mL de tampéo
fosfato, contido em tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos por 60 min em &gua fervente,
para hidrolisar o FDA. Apos a hidrdlise, o FDA foi entdo adicionado a Erlenmeyers contendo
5 g de solo as amostras e 15 mL de tampéo fosfato, em trés repeticdes. A seguir, metodologia
semelhante a descrita anteriormente foi realizada para se obter a curva padrdo entre 0 FDA
hidrolisado e a absorbéancia.

Para a avaliagdo da respiracdo microbiana, amostras de solo (100 g)
foram incubadas em recipientes plasticos hermeticamente fechados (volume de 2 L), em trés

repeticdes, contendo 10 mL de KOH 0,5N, no escuro, a 25 °C. Ap6s 17 dias de incubagéo, o
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KOH foi titulado com HCI, segundo o método descrito por Grisi (1978), para a determinagéo

da quantidade total de CO, desprendido.
5.7. Quantificacao de bactérias diazotroficas endofiticas

Para a verificacdo da presenca de bactérias diazotroficas endofiticas do
género Herbaspirillum na cultura do arroz Agulha Precoce foram retiradas dez plantas
aleatoriamente de cada parcela, aos 70 DAP, na safra 2007/08. A seguir, as raizes foram
lavadas procurando retirar todo o solo aderido, pesando 10 g de raiz por amostra composta,
num total de nove amostras. Foram submetidas a desinfestacdo superficial lavando-se por 90 s
em etanol 70 %, 3 min em hipoclorito de s6dio a 2 % de cloro ativo (v/v) acrescido de Tween
20 (1 mL L™), 45 s em etanol 70 %, seguido de trés lavagens em &gua destilada esterilizada.
As amostras foram trituradas em liquidificador com solucdo de sacarose a 4 % por 2 min. A
sequir, foram feitas diluicdes seriadas das amostras em solucéo de sacarose (4 %), de 102 a 10°
7 em tubos de 20 mL, tampados. Procedeu-se a contagem em meio semissolido pela
inoculacdo de 0,1 mL de cada diluicdo no centro do meio semissdlido (a ponteira foi
afundada). Em seguida, as culturas foram incubadas a 28 °C, por um periodo de oito a treze
dias, para a avaliacdo da formacdo de uma pelicula caracteristica no centro do meio. A
contagem da comunidade bacteriana foi determinada pela técnica do nimero mais provavel

(NMP), utilizando-se a Tabela de McCrady para trés repeticdes (DOBEREINER et al., 1995).
5.8. Andlise estatistica

O efeito do aumento da concentracdo de CO, sobre a altura de plantas,
massa seca da parte aérea de plantas, massa de gréos e paniculas, incidéncia de M. grisea nas
sementes de arroz da variedade Shao Tiao Tsao, microbiota do solo e silicio nas folhas foi
avaliado pelo programa Sisvar. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os dados de contagem de bactérias diazotréficas
endofiticas foram transformados em log. antes da analise. Os dados obtidos, y = porcentagem
de brusone nas plantas de arroz, foram analisados estatisticamente considerando um

delineamento em blocos casualizados com r = 3 blocos, de acordo com:
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- andlise de variancia de 42 tratamentos em esquema fatorial 3x2x7, com a = 3
tratamentos ambiente (A), b = 2 cultivares (B) e e = 7 épocas de avaliagdo (E), no ensaio 1, de
acordo com o0 modelo:

Vil = Rt o+ B+ yict o B+ oo vict By vict o By vkt €,
i=123; j=12; k=1,..7;, 1=1,.7,

- analise de variancia de 30 tratamentos em esquema fatorial 3x2x5, com a = 3
tratamentos ambiente (A), b = 2 cultivares (B) e e = 5 épocas de avalia¢do (E), no ensaio 2, de
acordo com o modelo:

Vil = Rt o+ B+ yict o B+ o vict By vt o By vkt €,
i=123; j=12; k=1,.5 1=1,..5,
com p representando uma média geral, o; referindo-se ao efeito do fator A, B; ao fator B, yx ao
fator E, e os demais termos as interagdes duplas e triplas entre os fatores. As médias de
tratamentos foram comparadas por meio do teste de Tukey;

- andlise de regressdo com a varidvel independente E = épocas, estabelecendo-se
curvas de resposta polinomial até quarto grau. O nivel de significAncia para os testes foram a
= 0,05 e as analises foram processadas através do sistema computacional SAS System —

Release 9.1 e Excel.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Condicbes ambientais

A concentracdo média de CO, atmosférico do tratamento ambiente
(Test) foi 459,4 ¢ 447,4 pmol mol™ na safra 2007/08 e safra 2008/09, respectivamente. Por
outro lado, as concentracées médias de CO, foram 490,1 e 480,4 pmol mol™ para o tratamento
(Est) e 531,9 e 608,6 umol mol™ para o tratamento (Est+CO,) na safra 2007/08 e safra
2008/09, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Média da concentracdo de CO,, temperatura do ar e radiacdo solar no campo
experimental durante as épocas de crescimento das plantas de arroz, nos tratamentos com

(Est+CO,) e sem injecdo de CO, (Est) e sem estufa (Test).

[CO,] (nmol mol™) Temperatura (°C) Radiac&o solar (Wm?)
Safra Test Est Est+CO, Test Est Est+CO, Test Est Est+CO,
2007/08 459,4 490,1 531,9 22,9 245 24,0 336,7 312,1 319,2
2008/09 447,4 480,4 608,6 23,9 25,6 25,7 2174 1788 183,6

Os tratamentos com estufa apresentaram temperatura mais elevada que
a ambiente, devido ao efeito de retencdo de calor provocada pelo filme de PVC, apesar dos
ventiladores promoverem a circulagdo do ar das estufas, que minimizaram esses efeitos.

Porém, praticamente ndo houve diferenca de temperatura entre as estufas com e sem injecéo
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do gés, durante os periodos de ensaio, sendo a concentracdo de CO, a Unica varidvel alterada
entre os tratamentos (Est) e (Est+CO,).

O ambiente das parcelas sem injecdo apresentou concentracdo superior
a 379 umol mol™ [média da concentracdo de CO, do planeta em 2005, segundo o IPCC
(2007)] devido a respiracdo das plantas, principalmente durante o periodo noturno. As
concentragfes observadas ndo permaneceram constantes devido as trocas de ar das OTCs
motivadas por rajadas de vento ou pelo aquecimento provocado nas horas mais quentes do dia.

As OTCs utilizadas durante os ensaios alteraram outras condigdes
climéticas além da concentracdo de CO,. Em particular, a temperatura do ar, velocidade e
turbuléncia do vento, radiacdo solar e umidade do ar sdo geralmente afetados pelas estufas
(PRITCHARD e AMTHOR, 2005). No entanto, estas estruturas sao utilizadas em muitos
paises, por apresentarem baixo custo de instalacdo e operacdo, podendo ser utilizadas em
diversos locais. No Brasil, Braga et al. (2006) utilizaram estruturas semelhantes para verificar
a producdo de fitoalexinas em soja, mas as OTCs foram mantidas em casa-de-vegetacédo e as
plantas foram cultivadas em vasos. O presente estudo utilizou OTCs instaladas no campo e a
semeadura foi feita diretamente no solo. Dessa forma, evitou-se a restricdo das raizes pelo
vaso, mantendo a estrutura original do solo e atingindo condi¢bes mais proximas do

agroecossistema.

6.2. Brusone do arroz

A temperatura favoravel a infec¢do da brusone do arroz encontra-se
entre 15 a 35°C, e a temperatura 6tima para o desenvolvimento de sintomas varia entre 20 a
26°C (KAHN e LIBBY, 1958; KIM, 1994); portanto, as temperaturas correspondentes aos
tratamentos foram favoraveis ao desenvolvimento da doenca (Tabela 2).

Na safra 2007/08 os efeitos principais de ambiente e cultivares e das
interacdes duplas ambiente/cultivares, ambiente/épocas de avaliacdo e cultivares/épocas de
avaliacdo, bem como as interagOes triplas ambiente/cultivares/épocas de avaliacdo (Apéndice
A), sobre a severidade da brusone nas folhas de arroz séo significativos. O teste Tukey mostra
que para a cultivar Caloro, houve aumento médio significativo da porcentagem de brusone nas

folhas no tratamento (Est+CO;) aos 63 DAP. Para as cultivares Agulha Precoce e Shao Tiao



29

Tsao, a injecdo do gas ndo apresentou efeito significativo na doenga. A éarea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD), na cultivar Caloro, foi afetada pela elevagédo do CO,
atmosférico, aumentando a suscetibilidade dessa cultivar a brusone sob estas condicdes
(Tabela 3). As regressdes de y = porcentagem area foliar lesionada pela brusone em plantas de
arroz sobre x = épocas de avaliacdo, conforme os tratamentos com (Est+CO;) ou sem (Est)
injecdo de CO, e sem estufa (Test) foram significativas para 0 modelo linear nos tratamentos
(Est+CO,) e (Est) e para 0 modelo polinomial de terceiro grau no tratamento (Test), na
cultivar Agulha Precoce; e para o modelo polinomial de segundo grau nas cultivares Shao

Tiao Tsao e Caloro, para todos os tratamentos (Apéndice B).

Tabela 3. Porcentagem da area foliar lesionada pela brusone em plantas de arroz nas
cultivares e nos tratamentos com (Est+CO,) e sem injecdo de CO, (Est) e sem estufa (Test),
durante as épocas de avaliacdo (dias ap6s o plantio) e a area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD), na safra 2007/08.

Dias apo6s o plantio

Tratamento 33 36 39 43 48 57 63 AACPD
cultivar Shao Tiao Tsao

Test 002 a 004 a 033a 090 a 0,38 a 0,55 a 0,56 b 19,96a

Est 0,01 a 005a 011 b 014 b 0,44 a 147 a 1,84 ab 27,71a

Est+CO; 002a 003a 018 b 022 ab 033 a 1,03 a 2,30 a 24,00a
- cultivar Agulha Precoce

Test 005 a 007 a 026 ab 051 a 0,29 a 0,31 a 0,39 b 13,15a
Est 0,04 a 0,08 a 018 b 0,50 a 0,48 a 0,23 a 1,17 a 15,67a
Est+CO, 0,03 a 007 a 037 a 0,10 a 0,36 a 0,61 a 0,75 ab 16,08a
---- cultivar Caloro -----------=======mmm oo

Test 007 a 005a 025 a 222a 0,31 a 0,30 b 0,61 b 25,62b
Est 004 a 010 a 025 a 029 a 041 a 0,21 b 1,93 ab 11,40b
Est+CO; 004 a 008 a 077 a 205 a 1,65 a 1,54 a 6,04 a 72,15a

*Letras minUsculas (colunas) comparam médias dos tratamentos com e sem inje¢do de CO,, em cada época de

avaliacdo.
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Para a safra 2008/09 os efeitos principais de ambiente e cultivares, e
das interagdes duplas ambiente/cultivares, ambiente/épocas de avalia¢do e cultivares/épocas de
avaliacdo, bem como as interacdes triplas ambiente/cultivares/épocas de avaliacdo (Apéndice
C), sobre a severidade da brusone nas folhas de arroz sdo significativos. O teste Tukey mostra
0 aumento medio significativo da porcentagem de brusone nas folhas no tratamento
(Est+CO,), em relacdo aos tratamentos (Test) e (Est), com a cultivar Shao Tiao Tsao, aos 36
dias apds o plantio. No entanto, ap0s esse periodo ndo houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos (Tabela 4). Na safra 2008/09, a cultivar Caloro ndo foi semeada por apresentar
baixa porcentagem de germinacéo. A severidade da brusone nas folhas de plantas de arroz em
ambiente enriquecido com CO, foi significativamente maior aos 49 e 64 DAP para a cultivar
Agulha Precoce, quando comparada com a severidade nas folhas submetidas a atmosfera
ambiente. Aos 49, 57 e 64 DAP a cultivar Agulha Precoce foi mais severamente afetada pela
brusone do que a cultivar Shao Tiao Tsao, no tratamento com inje¢do de CO, (Est+COy)
(Tabela 4). Na avaliacdo do total acumulado da AACPD (Tabela 4), a cultivar Agulha Precoce
apresentou o maior valor da AACPD, no tratamento (Est+CQO;), em relacdo a cultivar Shao

Tiao Tsao. Essa maior AACPD deve-se ao aumento da quantidade de CO, do ar (Tabela 2).

Tabela 4. Porcentagem de area foliar lesionada pela brusone em plantas de arroz nas
cultivares e nos tratamentos com e sem injecdo de CO,, durante as épocas de avaliacdo (dias

apos o plantio) e a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), na safra 2008/009.

Dias apds o plantio

Tratamento 36 42 49 57 64 AACPD
cultivar Shao Tiao Tsao
Test 0,06 b" 0,09 a 0,12 a 0,28 a 0,19 a 6,11ab
Est 0,02 b 0,10 a 0,13 a 0,19 aB 0,15 a 5,09b
Est+CO, 0,14 a 020 a 011 aB” 022 aB 0,20 aB 7,17a
-- cultivar Agulha Precoce
Test 0,07 a 0,13 a 0,17 b 0,44 ab 0,29 b 9,31a
Est 0,08 a 0,16 a 0,24 b 0,39 bA 0,19 b 9,60a
Est+CO, 0,06 a 0,12 a 0,86 aA 0,84 aA 0,42 aA 22,04b

*Letras minasculas (colunas) comparam médias de cultivares em cada ambiente e em cada época de avaliacao.

**Letras mailsculas (colunas) comparam médias de cultivares em cada tratamento e em cada época de avaliacao.
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As regressdes de y = porcentagem area foliar lesionada pela brusone
em plantas de arroz e x = épocas de avaliacdo, conforme os tratamentos com (Est+CO;) ou
sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test) foram significativas para o modelo polinomial de
segundo grau, para todos os tratamentos da cultivar Shao Tiao Tsao; para 0 modelo linear no
tratamento (Test) e para 0 modelo polinomial de segundo grau nos tratamentos (Est+CO,) e
(Est), na cultivar Agulha Precoce (Apéndice D).

Observou-se que as plantas cultivadas em ambiente com CO,
atmosférico elevado foram mais severamente infectadas pela brusone do que as plantas
cultivadas em CO, ambiente, na cultivar Caloro (safra 2007/08) e na cultivar Agulha Precoce
(safra 2008/09). E provavel que a injecdo de CO, afete de maneira diferente as cultivares de
uma mesma cultura. Este resultado pode ocorrer devido as mudangas que ocorrem na
fisiologia das plantas de arroz. Segundo Chakraborty et al. (1998), estudos realizados nos
ultimos anos sugerem que a maioria dos possiveis impactos ambientais da elevacdo do CO,
atmosférico sobre as doencas de plantas podem ser mediados por mudancas na fisiologia e
morfologia do hospedeiro.

Kobayashi et al. (2006), ao estudar o efeito o aumento de CO; sobre a
brusone do arroz, verificaram que plantas crescidas nesse ambiente foram mais severamente
infectadas pela doenca do que as plantas cultivadas em ambiente sem a adi¢cdo do gas. Porém,
esse estudo foi conduzido por trés anos, e em 1999 ndo foram observadas diferengas com o
incremento de CO, atmosférico. Os autores sugerem que estas diferencas na severidade podem
ser atribuidas as condi¢des mais favoraveis de infeccdo durante os anos de 1998 e 2000. Os
resultados encontrados na safra 2007/08 e 2008/09, para as cultivares Caloro e Agulha
Precoce, respectivamente, corroboram com os relatados por Kobayashi et al. (2006).

Malavolta et al. (2009), estudando a variabilidade patogénica do fungo
M. grisea no Estado de S&o Paulo, verificaram que a resisténcia da cultivar Shao Tiao Tsao foi
suplantada pela maioria dos isolados (90,1 % de reacOes suscetiveis), inclusive pela Caloro
(53,5 %). Esses resultados assemelham-se aos obtidos nesse trabalho que apresentaram a
suscetibilidade das cultivares Caloro e Shao Tiao Tsao durante o periodo dos ensaios (Tabelas
3ed).
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Soave et al. (1985) realizaram a identificagdo de progénies de arroz
resistentes a brusone no Estado de S&o Paulo e utilizaram a cultivar Agulha Precoce como
controle suscetivel, por apresentar caracteristicas de alta suscetibilidade ao fungo M. grisea.
No caso dos experimentos conduzidos nesse trabalho, a cultivar que apresentou maior
suscetibilidade a brusone foi a Caloro, seguida da Shao Tiao Tsao e da Agulha Precoce, com
valores de AACPD de 72,15; 24,00 e 16,08, respectivamente, no tratamento (Est+CO;), na
safra 2007/08 (Tabela 3). Na safra 2008/09, a cultivar que apresentou maior suscetibilidade a
brusone foi a Agulha Precoce, seguida da Shao Tiao Tsao, com valores de AACPD de 22,04 e
7,17, respectivamente, no tratamento (Est+CO,) (Tabela 4).

A avaliacdo da area abaixo da curva da incidéncia da brusone
(AACID) nos perfilhos apresentou C.V. (%) de 75,47, 0 que é considerado muito alto, por isso
ndo se pode afirmar se 0 CO, em alta concentracdo alterou a suscetibilidade da cultivar Shao
Tiao Tsao (Tabela 5). A utilizacdo de OTCs pode influir na intercepcéo da luz e precipitacéo,
modificar a estrutura da parte aérea da planta e, consequentemente, 0 microclima, o que

influencia os componentes epidemiologicos da doenca (GHINI, 2005).

Tabela 5. Area abaixo da curva de progresso da incidéncia da brusone (AACID) em perfilhos
de plantas de arroz cv. Shao Tiao Tsao, cultivadas em estufas de topo aberto com (Est+CO,)
ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), na safra 2007/08.

Tratamento
Cultivar C.V. (%) DMS
Test Est Est+CO,
Shao Tiao Tsao 163,52b 791,46a 667,45a 75,47 362,84

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

A incidéncia do fungo M. grisea na safra 2007/08 nas sementes de
arroz foi de 11,3 % e 8,3 % para os tratamentos (Est) e (Est+CO,), respectivamente, diferindo
estatisticamente em relacdo a (Test), com incidéncia de 0,8 %. Na safra 2008/09, a inje¢do do
gas ndo alterou a ocorréncia dos principais fungos do arroz. No entanto, as sementes de arroz
apresentaram a tendéncia de aumento na incidéncia de M. grisea com a elevacdo da

concentracdo de CO, do ar (Tabela 6).
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Tabela 6. Incidéncia dos principais fungos de sementes de arroz, em porcentagem, detectados

através do teste do papel de filtro com congelamento, safra 2007/08 e safra 2008/09.

Tratamento Fungos
Magnaporthe Bipolaris Phoma Microdochium Drechslera  Alternaria
grisea oryzae  sorghina oryzae spp. spp.
- -- Safra 2007/08
Test 0,8a" 5,0a 7,7a 0,2a 19,8b 14,0b
Est 11,3b 2,0a 4,7a 0,5a 4,8a 13a
Est + CO, 8,3ab 1,2a 2,8a 1,5a 6,3a 42 a
Média 6,8 2,7 5,1 0,7 10,3 6,5
--- Safra 2008/09
Test 0,3a 3,0a 37,7a 2,3a 18,7a 8,0a
Est Oa 0,3a 6,3a 8,7a 19,3a 3,0a
Est + CO, 2,7a 3,7a 8,3a 5,0a 11,3a 4,3a
Média 1,0 2,3 17,4 53 16,4 51

*Médias seguidas da mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados sdo os primeiros obtidos no Pais e mostram o efeito da

elevacdo da concentracdo de CO, atmosférico sobre a principal doenca do arroz, a brusone. Os

dados de 2007/08 e 2008/09 para as cultivares Caloro e Agulha Precoce comprovam que a

elevacdo desse gas pode alterar a ocorréncia da doenca se as concentracdes do CO,

continuarem aumentando, como vem sendo observado ao longo dos anos.

6.3. Altura de plantas de arroz

O aumento da concentracdo de CO; néo resultou no aumento da altura

das cultivares Agulha Precoce, Shao Tiao Tsao e Caloro, na safra 2007/08 (Tabela 7).



34

Tabela 7. Média da altura de plantas de arroz, em cm, cultivadas sem estufa (Test) e em
estufas de topo aberto com (Est+CO,) e sem (Est) injecdo de CO,, na safra 2007/08.

27 DAP 36 DAP 57 DAP C\V.(%) DMS

Test Est Est+CO, Test Est Est+CO, Test Est Est+CO,

Agulha Precoce

26,1b* 29,1ab 30,3a 33,4b  39,lab 40,8a 69,0b 88,6a 91,4a 14,51 3,68
-- Shao Tiao Tsao
31,2b  36,la 30,2b 39,1a 42,2a 39,5a 68,9b 86,5a 81,3a 12,23 3,54
Caloro
240b  32,6a 31,0a 30,0a 33,4a 30,2a 52,9b 62,9a 63,1a 15,48 4,03

* Médias seguidas por mesma letra mindscula, dentro de cada linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Na safra 2008/09, a altura de plantas de arroz em ambiente enriquecido
com CO, foi significativamente maior aos 49 e 64 DAP para a cultivar Agulha Precoce,
guando comparada com a altura das plantas submetidas a atmosfera ambiente. O aumento da
concentracdo de CO, resultou no aumento da altura da cultivar Shao Tiao Tsao aos 36 e 64
DAP (Tabela 8).

Tabela 8. Média da altura de plantas de arroz, em cm, cultivadas sem estufa (Test) e em

estufas de topo aberto com (Est+CO,) e sem (Est) injecdo de CO,, na safra 2008/09.

C.V. DMS
36 DAP 49 DAP 64 DAP
(%)
Test Est Est+CO, Test Est Est+CO, Test Est Est+CO,
Agulha Precoce
29,5a* 43,8b  47,8b 53,0a 73,2b 81,2¢c 69,9a 91,7b 104,1c 24,88 6,18
Shao Tiao Tsao
342a 43,1b  53,7c 55,5a 79,1b 79,1b 71,1a 85,7b 101,1c 21,70 5,84

* Médias seguidas por mesma letra mindscula, dentro de cada linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <

0,05).

Os resultados obtidos na safra 2008/09 mostraram a influéncia
significativa da maior concentracdo de CO, atmosférico sobre o crescimento das plantas de

arroz. Diversos estudos tém evidenciado os impactos da elevagdo de CO, sobre o crescimento
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de arroz durante as Ultimas décadas (YOSHIDA, 1973; IMAI et al., 1985; BAKER et al.,
1992; ZISKA et al., 1996; HORIE et al., 2000; KIM et al., 2003; BAKER, 2004; SAKAI et
al., 2006; YANG et al., 2006; SASAKI et al., 2007). No entanto, estes estudos ddo mais
evidéncia ao aumento da massa seca das plantas e ndo demonstram com exatidao 0 mecanismo
pelo qual pode-se observar o aumento da altura das plantas em ambiente com enriquecimento
de CO..

Plantas de arroz tiveram um aumento no ndmero de perfilhos em
resposta ao aumento de CO, em ambiente controlado, e uma maior area foliar por planta com
pequenas mudancas na area individual das folhas (IMAI et al., 1985). Cheng et al. (2009), ao
estudar o efeito da alta concentracdo de CO, em ambiente controlado sobre o crescimento do
arroz, verificaram aumento significativo da altura das plantas submetidas ao CO, elevado
guando comparada com CO, ambiente. No geral, esses autores encontraram resultados

semelhantes de altura em relacdo aos encontrados na safra 2008/09.

6.4. Massa das plantas secas

Na safra 2007/08, a massa da parte aérea das plantas de arroz da cv.
Agulha Precoce na testemunha foi significativamente menor do que nas OTCs aos 83 dias
apos o plantio (Figura 3). A injecdo de CO, ndo estimulou o aumento da massa seca da parte
aérea das plantas da cv. Shao Tiao Tsao durante o periodo de avaliacdo da safra 2007/08
(Figura 4).
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Figura 3. Massa seca da parte aérea das plantas de arroz da cv. Agulha Precoce cultivadas em
estufas de topo aberto com (Est+CO;) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), 36 e
83 dias apds o plantio, na safra 2007/08. C.V. (%) = 31,31; DMS=1,19.
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Figura 4. Massa seca da parte aérea das plantas de arroz da cv. Shao Tiao Tsao cultivadas em
estufas de topo aberto com (Est+CO;) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), 36 e
83 dias ap0s o plantio, na safra 2007/08. C.V. (%) = 18,73; DMS= 0,62.
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Na safra 2007/08, as plantas da cv. Agulha Precoce crescidas em
ambiente com CO, enriquecido apresentaram a tendéncia de aumento da massa seca da parte
aérea em todas as épocas de avaliacdo. De modo geral, o desenvolvimento das plantas nas

OTCs se sobrep6s a testemunha durante o periodo de cultivo (Figura 5).

10 +
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a
a
a
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| a
M Est+CO2
. a
2 - a a
ﬁJ
O =T T T SEE |
36 49 64

Dias ap0s o plantio

Massa seca de plantas (g)

Figura 5. Massa seca da parte aérea das plantas de arroz da cv. Agulha Precoce cultivadas em
estufas de topo aberto com (Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), 36, 49
e 64 dias apds o plantio, na safra 2008/09. C.V. (%) = 10,54; DMS=0,46.

A massa seca da parte aérea das plantas de arroz da cv. Shao Tiao Tsao
nédo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos com e sem injecdo de CO, (Figura
6). As temperaturas médias dos tratamentos com estufa (Est) e (Est+CO,) foram 25,6 e 25,7
°C, respectivamente, na safra 2008/09, o que pode ter afetado o crescimento das plantas em

relacdo a (Test) (23,9 °C).
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Figura 6. Massa seca da parte aérea das plantas de arroz da cv. Shao Tiao Tsao cultivadas em
estufas de topo aberto com (Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), 36, 49
e 64 dias ap06s o plantio, na safra 2008/09. C.V. (%) = 24,27, DMS=1,2.

A producdo de massa seca em arroz é determinada pelo balanco entre a
taxa de fotossintese e a respiracdo noturna (YAMAGISHI, 1994; SAKAI et al., 2001). Estudos
preliminares mostram que a elevacdo de CO, aumenta a fotossintese e a producdo de
biomassa, enquanto altas temperaturas aumentam a respiracdo, reduzindo a producdo de
biomassa (SAKAI et al., 2001; PENG et al., 2004). Cheng et al. (2009), em experimento
realizado com o enriquecimento de CO, (680 pumol mol™) e sem (380 pumol mol™) em arroz,
com dois niveis de temperatura noturna (22 e 32 °C), verificaram aumento da massa seca da
planta inteira e da massa seca de perfilhos pelo aumento de CO, e temperatura noturna
elevada. No entanto, os autores relataram que a massa seca de plantas aumentou
significativamente com o CO; elevado e diminuiu com a alta temperatura noturna.

Em relacdo a massa da parte aérea das plantas de arroz, o tratamento
com maior concentracdo de CO, ndo apresentou comportamento similar aos obtidos por Cheng
et al. (2009), isto é, a injecdo do gads ndo promoveu o incremento da massa seca das plantas.
No entanto, a interagdo entre 0 CO, e a massa seca das plantas de arroz pode ter sido afetada

pela severidade da brusone nas diferentes cultivares, durante os periodos de avaliagéo.
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Devido a dificuldade de medicdo das taxas de respiracdo sob condi¢oes
de elevacdo da concentracdo de CO, atmosférico, os efeitos diretos da injegdo do gas sob a
massa seca das plantas ainda é debatido (BAKER et al., 2000; JAHNKE e KREWITT, 2002),
mas € aceito amplamente que o aumento nas taxas de CO, pode afetar de maneira diferente a
respiracdo nas diversas partes da planta, aumentando ou diminuindo a massa seca da parte
aérea (BAKER et al., 2000; SAKAI et al., 2006).

6.5. Massa de paniculas e massa de gréaos

Nas safras 2007/08 e 2008/09, a massa de paniculas ndo apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos com e sem injecdo de CO, (Tabelas 9 e 10). A
massa de grdos ndo apresentou diferenca significativa na safra 2007/08, com a elevacdo do
CO, atmosférico. Na safra 2008/09, a massa de graos reduziu com o aumento da concentracao

do gés, diferindo significativamente de (Est) e de (Test) (Tabela 10).

Tabela 9. Massa seca de paniculas e massa de graos de duas cultivares de arroz cultivadas em
estufa de topo aberto com (Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), na safra
2007/08.

Cultivares Tratamento
Test Est Est+CO; Test Est Est+CO;
--- Massa de paniculas (g) --- ---- Massa de gréos (g) ----
Agulha Precoce  3,19b 7,73a 6,76b 0,36a 0,67b 0,78b
Shao Tiao Tsao  5,27a 4,57a 5,93a 0,70a 0,56a 0,67a
Agulha Precoce C.V. (%) = 25,47 DMS = 4,37 C.V. (%) = 14,07 DMS = 0,25
Shao Tiao Tsao C.V. (%) = 16,22 DMS = 1,94 C.V. (%) = 22,94 DMS = 0,33

* Médias seguidas por mesma letra mindscula, dentro de cada linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2651455#bib3
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2651455#bib7
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2651455#bib3
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2651455#bib17

40

Tabela 10. Massa seca de paniculas e massa de grdos de arroz da cv. Agulha Precoce
cultivada em estufa de topo aberto com (Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO; e sem estufa
(Test), na safra 2008/09.

Atributo Tratamento

Test Est Est+CO, C.V. (%) DMS
Massa de paniculas (g)  10,4a 9,2a 12,1a 31,9 8,5
Massa de gréos (g) 1,4a 1,5a 0,9b 32,8 0,5

* Médias seguidas por mesma letra mindscula, dentro de cada linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O efeito conjunto do CO, com a temperatura e outras variaveis
ambientais, como o nivel de nutrientes disponiveis no solo, podem interferir na resposta da
planta ao aumento da concentragcdo de CO,. Diversos estudos mostraram que o0 aumento da
temperatura pode reduzir a massa de graos até mesmo sob niveis de CO; elevado (BAKER et
al., 1992; ZISKA et al., 1996; MATSUI et al., 1997; HORIE et al., 2000, PRASAD et al.,
2006), ao mesmo tempo que aumentam a esterilidade das espiguetas (SATAKE e YOSHIDA,
1978; KIM et al., 1996; MATSUI et al., 1997; OHE et al., 2007; JAGADISH et al., 2007).

Baker (2004), ao estudar o efeito da elevagdo de CO; (700 pmol mol™)
sob diferentes regimes de temperatura (24, 28, 32, 36 e 40 °C) constatou que ndo houve
aumento significativo sob a massa de grdos com a injecdo de CO,. Por outro lado, o estudo de
dois anos realizado em FACE (Free Air Carbon Dioxide Enrichment) mostrou que a elevagéo
da concentracdo de CO, atmosférico aumentou significativamente a produtividade do arroz
(KIM et al., 2003; YANG et al., 2006; SHIMONO et al., 2008). Os autores também relatam
gue a taxa de aumento da produtividade varia de acordo com as diferentes cultivares avaliadas,

alcancando valores de 0 a 23% de aumento de produtividade.
6.5. Silicio na planta
As folhas de arroz expostas ao CO, elevado apresentaram uma

tendéncia de diminuicao da porcentagem de Si com aumento do CO; do ar (Tabela 11). Varios

estudos tém mostrado que a elevacdo de CO, atmosférico reduz a condutancia estomatal das
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plantas e a taxa de transpiragdo (PALLAS, 1965; WOODWARD, 1987; SCHONFELD et a.
1989; JONES, 1991). Segundo Kobayashi et al. (2006), o mecanismo de retirada de Si do solo
pelas raizes de arroz é uma atividade associada com o consumo de energia, sendo o transporte
de Si das raizes para as folhas regulado pela taxa de transpiracdo, um transporte passivo. O
declinio das taxas de transpiracdo em CO, elevado pode diminuir o transporte de Si para as
folhas e, desta forma, diminuir o acimulo de Si na planta. A reducdo do contetdo de Si nas
folhas pode predispor as plantas de arroz a infeccdo por M. grisea, pois o Si esta geralmente

associado a resisténcia a brusone.

Tabela 11. Porcentagem de silicio nas folhas de arroz da cv. Agulha Precoce cultivada em
estufa de topo aberto com (Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test), na safra
2007/08 e safra 2008/09.

Safra Tratamentos
Test Est Est+CO;
------- Silicio na planta (%0) ------
2007/08 2,5 2,1 2,1
2008/09 4,4 4,7 35

O presente trabalho mostrou que a elevacdo do CO, atmosférico
aumentou o desenvolvimento da brusone nas folhas de arroz, nas cultivares Caloro e Agulha
Precoce. Dessa forma, o risco do aumento da doenca cresce sob condi¢fes de CO, elevado. O
declinio da porcentagem de Si em plantas de arroz submetidas ao CO, elevado pode aumentar
a suscetibilidade a brusone. O crescimento da cultura responde positivamente a elevacdo do
gas, porém o aumento do risco da exposicdo das plantas as doencas deve ser considerado para
predizer os impactos que o aumento do CO, atmosférico pode acarretar na producdo da cultura

no futuro.

6.6. Rizosfera do arroz

Os resultados obtidos nas safras 2007/08 e 2008/09 mostraram que a

alta concentragdo de CO, atmosférico ndo exerceu influéncia significativa sobre a
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caracterizagdo quimica e microbioldgica da rizosfera de plantas de arroz e a ocorréncia de
bactérias diazotroficas endofiticas (Herbaspirillum) nas raizes das plantas. Na safra 2007/08, a
condutividade elétrica de (Est) diferiu significativamente de (Test), porém nado diferiu de
(Est+CO,). O tratamento (Est+CO,) apresentou diferenca significativa em relacdo a (Est). No
entanto ndo houve diferenca em relacdo a (Test). Na safra 2008/09 somente o pH de
(Est+CO,) diferiu dos demais tratamentos; os outros atributos permaneceram inalterados
(Tabela 12).

Tabela 12. Efeito do aumento da concentracdo de dioxido de carbono atmosférico sobre
caracteristicas quimicas e microbioldgicas do solo rizosférico do arroz em ensaio conduzido
em estufas de topo aberto, nas safras 2007/08 e 2008/09.

2007/08 2008/09
Atributo Test Est Est + CO, Test Est Est+CO,
pH (uS cm™) 6,8a 6,8a 6,8a 7,0a  7,0a 6,9b
Condutividade elétrica
. 30,9b 38,1a 34,5ab 32,8a 32,5a 31,6a
(S cm™)
Desprendimento de CO,
. 48,1ab  58,5a 41,8b 28,9a 27,4a 30,4a
(mgC0,100g™)
Hidrdlise de FDA (UWFDA g
N 1,7a 1,8a 1,8a 0,7b 1,0a 1,0a
solo™ min™)

Herbaspirillum sp (n°) 562,7a® 189,7a 3366,1a - - -

“médias seguidas por mesma letra, na linha, ndo diferem significantemente pelo teste de Tukey (p < 0,05); ®Para
a analise estatistica, os dados transformados em log10.

Poucos estudos tém sido realizados com a caracterizagcdo quimica e
microbioldgica da rizosfera de plantas sob altas concentracdes de CO, atmosférico. Isto se
deve principalmente a dificuldade de obten¢do de dados concisos. O efeito direto da elevagdo
da concentracdo de CO, na microbiota do solo é improvavel nesse ambiente onde estdo
comumente expostas a niveis 10 a 15 vezes maiores do que a concentracdo de CO,
atmosférico (COAKLEY e SCHERM, 1996). Esses autores ainda afirmam que as mudancas
climéaticas podem alterar a composicdo e a dindmica da comunidade microbiana do solo,
influenciando a ocorréncia de doencas de plantas. Entretanto, deve-se considerar que as

mudancas no clima envolvem aspectos fundamentais do solo para a atividade microbiana,
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como a reducdo na umidade do solo, 0 aumento na temperatura e a disponibilidade de
nutrientes. Ronn et al. (2003) concluiram que a exposicao de plantas de trigo & concentracgao
de 700 pmol mol™ de CO, atmosférico ndo alterou a comunidade de bactérias do solo e a taxa
de respiracdo do solo préximo as raizes também nao foi afetada. Esses resultados assemelham-
se aos resultados obtidos nesse trabalho que néo apresentaram alteragcbes na comunidade
bacteriana do solo e na taxa de respiracdo do solo.

Apesar dos trabalhos disponiveis na literatura relatando os efeitos do
CO, atmosférico sobre o crescimento de plantas (YOSHIDA, 1973; IMAI et al., 1985;
BAKER et al., 1992; ZISKA et al., 1996; HORIE et al., 2000; KIM et al., 2003; BAKER,
2004; SAKAI et al., 2006; YANG et al., 2006; SASAKI et al., 2007) e a importéncia do arroz
(ANGLADETTE, 1969), poucos fazem referéncia as alteracbes que as mudancas climéticas
podem ocasionar em relacdo a brusone. Desde a percepcdo de que o CO, atmosférico esta
aumentando, muitos trabalhos tém evidenciado o efeito do crescimento e comportamento de
espécies de plantas devido a esse fator, combinando-se a essa mudanca diferentes fatores
climaticos, como a temperatura, umidade e incidéncia de raios ultravioleta (PALLAS, 1965;
SATAKE e YOSHIDA, 1978; WOODWARD, 1987; SCHONFELD et al. 1989; JONES,
1991; KIM et al., 1996; MATSUI et al., 1997; JAGADISH et al., 2007; OHE et al., 2007).

Muitos resultados ndo permitem diferenciar os fatores climaticos que
interferem na resposta da planta a brusone do arroz. Isso em parte deve-se a dificuldade sobre
as supostas mudancas morfoldgicas e fisiologicas que podem ocorrer e afetar as interacdes
patdgeno-hospedeiro, incluindo a reducdo na densidade de estdbmatos, maior acumulo de
carboidratos nas folhas, maior camada de ceras e de células epidermais, com aumento no teor
de fibras, producdo de papilas, acimulo de silicio e aumento do nimero de células do meséfilo
(CHAKRABORTY et al., 2000a). A elevacdo da concentracdo de CO, também pode alterar o
inicio e a duragdo dos estadios de desenvolvimento do patégeno (CHAKRABORTY, 2001).

No que diz respeito a elevacdo do CO, atmosférico sobre a brusone do
arroz, ficou evidente pelos experimentos conduzidos nessa pesquisa que a inje¢do do CO,
contribuiu para o aumento da doenga nas cultivares Caloro e Agulha Precoce, nas safras
2007/08 e 2008/09, respectivamente. Esse fato pode estar relacionado ao declinio da
porcentagem de Si nas plantas de arroz submetidas ao CO; elevado, que pode aumentar a
suscetibilidade a brusone (KOBAYASHI et al., 2006). No entanto, novos estudos devem ser
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realizados com o objetivo de se avaliar o comportamento do metabolismo das plantas de arroz
sobre as condigdes de injecdo de CO, atmosférico e o comportamento in situ do fungo M.

grisea, sob estas mesmas condicdes.
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7. CONCLUSOES

Nas condig¢des em que foi conduzido este trabalho, pode-se concluir que:

- O aumento da concentracdo de CO, atmosférico aumenta a severidade da brusone do arroz
nas cultivares Caloro e Agulha Precoce;

- A altura de plantas de arroz da cultivar Agulha Precoce € maior em ambiente enriquecido
com COy;

- A elevacdo do CO, atmosférico ndo influencia a massa seca da parte aérea de plantas, massa
de grdos, massa de paniculas e incidéncia de fungos nas sementes de arroz;

- A alta concentracdo de CO, atmosférico ndo exerce influéncia significativa sobre
caracteristicas quimicas e microbioldgicas da rizosfera de plantas de arroz e a ocorréncia de

bactérias diazotréficas endofiticas nas raizes das plantas.
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APENDICES

APENDICE A. Anélise de variancia da porcentagem de brusone em folhas de arroz de trés
tratamentos ambiente (A) durante sete épocas de avaliacdo (E) em trés cultivares (B), na safra
2007/08.

C.Variacdo gl QM

Blocos 2 38675 *
A 2 13789 *
B 2 21439 *
A*B 4 25454 *
E 6 2498,0 *
A*E 12 27311 *
B*E 12 3046,9 *
A*B*E 24 4729,8 *

Residuo 828 24 4
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APENDICE B. Equacdes de regressao polinomial y = porcentagem area foliar lesionada pela

brusone em plantas de arroz sobre x = épocas de avaliacdo, conforme os tratamentos com

(Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test). R? = coeficiente de determinago
= SQ Regressao / SQ Tratamento, na safra 2007/08.

Cultivares/Tratamentos Equacéo significativa R’
------------------------------- Shao Tia0 TSa0 --------=mn=mmmmmmm oo

ty = Test y =-3,993 + 0,176 x — 0,001 x2 0,563

t, = Est y =2,062 - 0,129 x + 0,002 X2 0,979

t; = Est+CO; y=5,116 — 0,265 x — 0,003 x* 0,971
------------------------------ Agulha Precoce -------- e -

t; = Test y =-10,60 + 0,659 x — 0,013 x* +0,001 x° 0,742

t, = Est y =0,437 — 0,029 x 0,632

t3 = Est+CO; y =-0,733 + 0,023 x 0,855
----------------------------------- Caloro -

t; = Test y=-7,272+0,334 x - 0,003 X2 0,175

t, = Est y =26,44 — 1,795 x + 0,029 X2 0,976

t3 = Est+CO, y = 6,048 — 0,343 x + 0,005 x* 0,764
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APENDICE C. Andlise de variancia da porcentagem de brusone em folhas de arroz de trés

tratamentos ambiente (A) durante cinco épocas de avaliacdo (E) em dois cultivares (B), em

2009.

C.Variacéo gl QM

Blocos 2 2,2 *
A 2 42 *
B 1 50 *
A*B 2 21 *
E 4 111 *
A*E 8 26 *
B*E 4 45 *
A*B*E 8 50 *
Residuo 842 0,1

APENDICE D. Equagcdes de regressdo polinomial y = porcentagem area foliar lesionada pela

brusone em plantas de arroz sobre x = épocas de avaliacdo, conforme os tratamentos com

(Est+CO,) ou sem (Est) injecdo de CO, e sem estufa (Test). R? = coeficiente de determinago
= SQ Regressao / SQ Tratamento, na safra 2008/09.

Cultivares/Tratamentos Equacéo significativa R®
------------------------------- Shao Tiao Tsa0 -----------=-=-mmmmm oo

t; = Test y =-0,600 + 0,024 x — 0,001 X2 0,689

t, = Est y =-0,968 + 0,040 x 0,951

t; = Est+CO, y = 0,274 — 0,006 x — 0,008 x* 0,275
--------------------------- Agulha Precoce -------- e -

ty = Test y =-1,145 + 0,045 x 0,709

t, = Est y =-1,932 + 0,082 x 0,722

t; = Est+CO, y=-7,250 + 0,3 x — 0,002 x* 0,776
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