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EPIGRAFE

No coracdo do homem héa
muitos planos, mas o que fica

mesmo é o que Deus determina.

Provérbios 19:21



RESUMO

Acacia mangium e Eucalyptus urograndis, familias Mimosaceae e Mirtaceae,
respectivamente, sdo espécies florestais exoticas, naturais da Australia. Estas espécies
arboreas se destacam pelo seu elevado potencial madeireiro e versatilidade silvicultural,
e vém sendo utilizadas como fontes energéticas nas industrias de ceramicas na
Amazbnia. A. mangium ¢é relatada como espécie multiuso, também utilizada na
recuperacdo de areas degradadas. Objetivando-se caracterizar fungos parasitas nestas
espécies florestais, em 2017 foi conduzido um levantamento em plantios florestais de
propriedade da empresa Litiara Industria Ceramica da Amazonia Ltda, situada no Km
19 da Rodovia AM-010 (sentido (ITA-MAOQO), municipio de Itacoatiara-AM, sendo
isolados e identificados os fungos Cylindrocladium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis
sp., Macrophoma sp. e Pestalotia sp., associados a manchas foliares distintas na espécie
acacia mangio, e dois fungos ndo identificados (em fase de identificacdo) na espécie
eucalipto. Foi realizado ensaio para determinacdo da taxa de crescimento (TCMD) de
15 isolados de A. mangium e 01 isolados de E. urograndis, utilizando coldnias
purificadas a partir de fragmentos de tecido apresentando sintomas tipicos de doenca.
Entre os isolados de A. mangium, a maior TCMD foi observada para o isolado 2027A
(Al12,Col. 1.1). Entre os fungos identificados e testados quanto a patogenicidade, os 03
isolados de Pestalotia sp., juntamente com Macrophoma sp., apresentaram as maiores
taxas de crescimento (acima de 5,48 cm no 6° dia). Cylindrocladium sp., o Unico isolado
com reacdo positiva nos testes de patogenicidade, apresentou a menor taxa de
crescimento (5,34 cm no 6° dia). Testes de patogenicidade foram realizados em folhas
destacadas e sadias, oriundas de ramos terminais das espécies acacia mangio e
eucalipto, a partir das colbnias armazenadas em frascos de vidro, pelo método
Castellani. O teste foi realizado em bandejas plasticas, no laboratoério, depositando-se
discos de BDA (Batata-Dextrose-Agar) de 5 mm de diametro, com e sem o fungo, nas
faces abaxial e adaxial das folhas, previamente escarificadas com agulha histologica
flambada e em folhas intactas. As folhas foram mantidas em camara Umida por 48h.
Quatro dias ap6s a inoculacdo, foram observados sintomas similares as manchas nas
folhas com e sem escarificagdo, somente para 03 isolados de Cylindrocladium sp. Para
os demais fungos, ndo foram observados sintomas tipicos nas folhas de acacia mangio e
eucalipto. O fungo Cylindrocladium sp. foi reisolado das manchas e novamente
cultivado em BDA, completando-se os Postulados de Koch. Este € o primeiro relato da
ocorréncia de manchas foliares causadas por Cylindrocladium sp., em A. mangium no
Brasil

Palavras-chave: Acacia mangium, Eucalyptus urograndis, Patogenicidade, manchas
foliares, TCMD.



ABSTRACT

Acacia mangium and Eucalyptus urograndis, Mimosaceae and Mirtaceae families,
respectively, are exotic, natural forest species from Australia. These tree species stand
out for their high wood potential and silvicultural versatility, and have been used as
energy sources in the ceramic industries in the Amazon. A. mangium is reported as a
multipurpose species, also used in the recuperation of degraded areas. In order to
characterize parasitic fungi in these forest species, a survey was carried out in 2017 in
forest plantations owned by Litiara Indlstria Ceramica da Amazonia Ltda, located at
Km 19 of Highway AM-010 (direction ITA-MAO), in the municipality of Itacoatiara.
Were are isolated and identified the fungi Cylindrocladium sp., Colletotrichum sp.,
Phomopsis sp., Macrophoma sp. and Pestalotia sp., associated with distinct leaf spots in
the acacia mangio species, and two unidentified fungi in the eucalyptus species. A total
of 15 isolates of A. mangium and 01 isolates of E. urograndis were used for assesment
of the growth rate (TCMD), using colonies purified from tissue fragments presenting
typical symptoms of disease. Among the isolates of A. mangium, the highest TCMD
was observed for isolate 2027A (A12, Col. 1.1). Among the fungi identified and tested
for pathogenicity, the 03 isolates of Pestalotia sp. together with Macrophoma sp.,
presented the highest growth rates (above 5.48 cm on day 6). Cylindrocladium sp., the
only isolate with positive reaction in pathogenicity tests, had the lowest growth rate
(5.34 cm on day 6). Pathogenicity tests were carried out on detached and healthy leaves
from the terminal branches of the acacia mangio and eucalyptus species, from the
colonies stored in glass flask by the Castellani method. The test was carried out in
plastic trays in the laboratory, depositing 5 mm diameter BDA (Potato-Dextrose-Agar)
discs, with and without the fungus, on the abaxial and adaxial faces of the leaves,
previously scarified with a histological needle and in intact leaves. The leaves were kept
in a humid chamber for 48h. Four days after inoculation, symptoms similar to leaf spot
with and without scarification were observed, only for 03 isolates of Cylindrocladium
sp. For the other fungi, no typical symptoms were observed on leaves of acacia mangio
and eucalyptus. The fungus Cylindrocladium sp. was reisolated of the spots and again
cultivated in BDA, completing the Koch Postulates. This is the first report of the
occurrence of leaf spot caused by Cylindrocladium sp., in A. mangium in Brazil.

Key words: Acacia mangium, Eucalyptus urograndis, Pathogenicity, leaf spot,
TCMD.
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1. INTRODUCAO

A Acécia mangium Willd. é uma espécie estudada fora de sua area de origem,
desde a década de 1950, em diversas partes do mundo, como india, Hawai, Camardes,
Costa Rica, Bangladesh (TONINI et al., 2010). Desde entdo, varios trabalhos relatam o
potencial da espécie para industrias de papel e celulose, mdveis, na conservagdo e
recuperacdo de solo, além de outros usos. De acordo com alguns autores, no Brasil, a
espécie sempre recebeu destaque, principalmente na pesquisa Vvoltada ao
condicionamento de substratos degradados. A A. mangium tem apresentado significativa

capacidade de adaptacdo as condicGes edafoclimaticas brasileiras.

A adaptacdo de A.mangium a diferentes condi¢des edafoclimaticas se deve em
parte as suas caracteristicas de rapido crescimento, baixo requerimento nutricional,
tolerdncia a acidez, & compactacdo do solo e a elevada taxa de fixacdo de nitrogénio,
que resulta em producéo elevada de biomassa. Isso permite um aporte de nutrientes via
liteira em areas degradadas, além da fixacdo de nitrogénio molecular (N,), através de

rizébios e seus nddulos presentes no sistema radicular.

A espécie apresenta alta eficiéncia de uso de nutrientes, acumulando grande
quantidade de biomassa em sua parte aérea e na serrapilheira. A acumulacdo de
serrapilheira é positiva por representar reservas de nutrientes e protecdo do solo,
podendo, no entanto, servir como combustivel em &reas sujeitas a queimadas
(BALIEIRO et al., 2010).

Por apresentar caracteristicas como grande producdo de sementes, floracdo
abundante (propicia a criacdo de abelhas), crescimento inicial rapido, baixa demanda de
nutrientes, tolerancia ao estresse hidrico, fixacdo de nitrogénio, acimulo de fésforo nas
folhas (nutriente que mais limita a produtividade das culturas na Amazonia) e boa
capacidade de rebrota, pode ser utilizada no enriquecimento de capoeiras, melhorando a
produtividade da agricultura familiar, aumentando o acimulo de biomassa e nutrientes
no solo (TONINI et al., 2010). De acordo com CARVALHO et al. (2001), a A.
mangium apresenta algumas caracteristicas desejaveis no estabelecimento de sistemas
silvipastoris. Os autores citam como exemplo o crescimento rapido, que possibilita o
acesso animal as pastagens em um curto periodo de tempo; o fato de ser espécie

forrageira, 0 que significa que apesar de ndo possuir alto valor nutritivo, pode



suplementar a dieta animal, principalmente em periodos de escassez; o fato de ser
perenifélia, mantendo-se verde na época seca, 0 que garante sombra, reduz a acdo dos
ventos e 0 ressecamento da pastagem; o fato de ter boa capacidade de rebrota e ter
multiplos usos, 0 que representa vantagem para o produtor, que podera utiliza-las de
acordo com suas necessidades. CARVALHO et al., 1999) apontam algumas
desvantagens da espécie, entre elas o fato de que a arquitetura de copa ndo € a mais
indicada, por ser densa e com ramificacdes baixas. No entanto, afirmam, podem ser
efetuadas desramas que aumentam a altura do fuste e a qualidade da madeira e adotados
espacamentos mais amplos, buscando ndo prejudicar a pastagem por excesso de

sombreamento.

Outras desvantagens apontadas sdo a suscetibilidade a quebra por ventos e o ciclo
de vida da A. mangium, considerado curto. Essas desvantagens, contudo, sdo
compensadas pelo fato de que a espécie estar apta ao corte ja aos sete anos, mesmo em
solos de baixa fertilidade, e de possuir grande capacidade de regeneracdo, retomando
rapidamente o crescimento apical, caracteristica altamente desejavel para sistemas
silvipastoris. O rendimento de matéria seca de A. mangium depende da interacdo entre a
frequéncia e a altura de poda, indicando maiores rendimentos em intervalos de 84 dias a
uma altura de 100 cm (RODRIGUEZ-PETIT et al., 2001).

No processo de recuperagdo de solos, a incorporacdo da matéria organica
proporcionada pelos plantios de A. mangium aumenta a atividade microbiana e a
macrofauna do solo (TONINI, 2010), melhorando a ciclagem de nutrientes e o
estabelecimento de espécies secundarias. Nesse sentido, o potencial de decomposicdo
do material vegetal das espécies pioneiras a serem utilizadas no processo de recuperacao

de uma area degradada tem grande importancia (TONINI, 2010).

A. mangium é suscetivel a diversas doengas, em todas as fases do seu ciclo de
vida, com impacto significativo em plantios na Asia e Oceania (OLD et al., 2000). No
Brasil, entretanto, poucas sdo as enfermidades descritas que incidem nessa espécie, 0
que deve ocorrer pelo fato de sua exploracdo comercial ainda ser em pequena escala

quando comparado a outras espécies florestais como o eucalipto (BRACELPA, 2006).

Por outro lado, a demanda por produtos madeireiros tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente pela crescente escassez de madeira de espécies arbdreas nativas.

Nesse contexto, o eucalipto € uma das raras espécies florestais no planeta que tem



flexibilidade de usos, principalmente por sua grande diversidade de espécies. No Brasil,
o eucalipto foi introduzido com finalidade comercial em 1904, por Edmundo Navarro
de Andrade (WILCKEN, et al., 2008). Inicialmente, o propoésito dos plantios era apenas
a producédo de dormentes, postes e lenha para as locomotivas das estradas de ferro
paulistas. No entanto, desde entdo, varias pesquisas tém demonstrado a versatilidade de
uso da madeira de eucalipo para diversos fins, tais como: energia, (lenha e carvao
vegetal), postes e mourdes, construcdo civil (pontaletes e madeiramento para telhado e
pisos), chapas de fibras, para celulose e papel, e até mdveis finos e 6leos essenciais
extraidos de suas folhas (WILCKEN et al., 2008).

A importéncia da cultura do eucalipto para o Brasil pode ser avaliada pela
participacdo do setor florestal na economia do pais. Inicialmente, apoiado por incentivos
fiscais ao reflorestamento, e também pelos Programas Nacionais de Siderurgia a Carvao
Vegetal e de Celulose e Papel, o setor responde atualmente por 4% do PIB (produto
interno bruto), setecentos mil empregos diretos e dois milhdes de empregos indiretos.
Adicionalmente, a continua expansdo do setor florestal brasileiro, baseado em
plantacdes, principalmente com eucaliptos, possibilita a exportacdo de US$ 2 bilhGes
por ano, tendo o Brasil uma area estimada com plantio de eucalipto de cerca de 2,9
milhdes de ha (SILVA, 1997).

O melhoramento de plantas consiste na modificacdo genética de varias espécies,
com a finalidade de obter variedades hibridas, capazes de se adaptar a condi¢des de
determinados ambientes, além de apresentarem maior resisténcia a pragas e doengas
(BALIEIRO, 2013). No caso do eucalipo, os clones resultantes de hibridos
interespecificos sdo importantes porque aliam alta producdo a resisténcia a pragas e
doencas.

Outro aspecto importante a ser observado ¢ a escolha das mudas. Atualmente, ha
grande demanda por parte dos produtores rurais de mudas clonais. A muda clonal ou
clone ¢ uma muda feita por propagacdo vegetativa (estaquia) e tem como principais
vantagens a uniformidade do desenvolvimento e da qualidade da madeira, devendo-se
observar, porém, alguns fatores de riscos, como suscetibilidade do clone a uma
determinada praga, doenca ou deficiéncia de um micronutriente, bem como
adversidades climaticas, etc. (WILCKEN et al., 2008).



O eucalipto é atacado por varios patdgenos, principalmente fungos, desde a fase
de viveiro até os plantios adultos. Geralmente, os problemas sdo observados nas
plantagbes ocorrendo, nos mais variados locais, espécies e épocas do ano. A solicitacao
continua de informacgfes por parte de produtores e empresas sobre a identificacdo e o
controle de doencas, motivou a elaboracdo de uma publicacdo mais especifica para a
regido sul do Brasil. Ela visa auxiliar no melhor conhecimento dos problemas biéticos e
abioticos inerentes ao eucalipto nessa regido e no estabelecimento de estratégias

adequadas de controle.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia, nomenclatura e uso de acacia mangio e eucalipto

A acdacia € uma espécie nativa da parte noroeste da Australia, de Papua Nova-
Guiné e do oeste da Indonésia, com potencial para cultivo nas zonas baixas e umidas,
cuja madeira apresenta usos variados, entre eles a construcdo civil e de moveis
(SMIDERLE, 2005). A espécie pertence a familia botanica Mimosaceae e tem como
sinbnimo Racosperma mangium (Willd.) Pedley. O autor classifica a espécie como
pertencente ao género Acacia mangium, sinonimia Racosperma mangium (Willd.)

Pedley.

A acécia tem como nomes comuns: acacia mangio (Brasil), brown salwood,
black wattle, hickory wattle (Inglaterra e Australia), tongke hutan (Indonésia), mangge
hutan, nak (lIlhas Molucas), mangium, krathin-thepha (Malasia) (SMIDERLE, 2005).

O género Acacia possui mais de 1.300 espécies largamente distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais do globo. A maior parte das espécies € encontrada no

hemisfério sul e o principal centro de diversidade é a Austrélia.

A maioria das espécies produtores de madeira € encontrada na Papua Nova
Guiné (Lemmes et al., 1995). Porém, grande parte das espécies pertencentes a este
género sdo arbustos ou pequenas arvores de savana secas e de regides aridas da
Australia, Africa, India e das Américas, mas ha um grupo de espécies natural da regido

tropical Umida, que sdo adaptadas ao clima quente e imido, caracteristico desses locais.



Crescem rapidamente, produzindo madeira densa, que pode ser utilizada de diversas

maneiras.

Devido a sua competitividade inata, as acacias tropicais sdo faceis de serem
cultivadas. Em seu ambiente natural ocorrem em agrupamentos puros e densos,
sugerindo que podem ser plantadas em monoculturas sem problemas sérios de pragas e
doengas (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983).

Wilcken et al. (2008) classificaram as diferentes espécies de eucalipo quanto ao
seu uso e utilizagdo. Listam E. grandis, E. globulus, E. urophylla e o hibrido E.
urograndis como espécies recomendadas para papel e celulose; para chapas de fibra,
recomendam E. grandis, E. urophylla e o hibrido E. urograndis; para mdveis, 0s autores
recomendam E. saligna, E. urophylla, E. grandis, E. dunnii e os hibridos E. urograndis
e E. pilularis; para uso como postes, dormentes e mourdes 0s autores recomendam as
espécies C. citriodora, E. cloeziana, E. urophylla, E. camaldulensis e E. paniculata.
Para energia (carvdo e lenha), recomendam E. cloeziana, E. camaldulensis, E.
urophylla, E. grandis, E. citriodora e E. tereticornis; para estruturas de construgéo civil,
sdo recomendados C. citriodora, E. cloeziana, E. urophylla, E. paniculata e E. pilularis;
para extracdo de Odleos essenciais recomendam C. citriodora, E. staigeriana e E.

camaldulensis e E. globulus.

2.2 Distribuicéo geografica e requerimentos edafoclimaticos

A Acacia mangium é uma espécie natural da regido noroeste da Australia
Queensland), Papua Nova Guiné e leste da Indonésia (llhas Molucas, Sula e Aru)
(LEMMENS et al., 1995). Inicialmente a espécie foi descrita como Mangium
montanum Rumph e também como Acacia glauscenses sensu Kanehira e Hatusima
(CATIE, 1992). Atualmente distribui-se em quase todas as regides tropicais do globo
terrestre (ROSSI e SOUZA, 2003; SELAMAT, 1991).

Em seu habitat natural alcanca de 25 a 30 m de altura, porém, em condicgdes
adversas ndo chega a 10 m. (ROSSI e SOUZA, 2003) e 90 cm de didmetro a altura do
peito (DAP). Geralmente apresenta fuste reto, com ramificacGes que comegam acima da
metade da altura total deste. Quando livres de competicdo, a forma da copa é globular,

porém, em plantacdes onde o espagamento é menor, apresenta-se conica (TONINI e



HALFED-VIEIRA, 2010; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983; YARED et al.,
1990).

A. mangium é uma especie pioneira e heliofita, que aparece de forma dispersa
nas margens de areas de cultivos agricolas ou nas margens de florestas naturais. E
considerada uma espécie de alta plasticidade, crescendo tanto em locais secos quanto
Umidos, com precipitacbes medias anuais que variam de 1.000 até 4.500 mm e
temperaturas variando entre 12 °C e 34 °C, porém, o seu desempenho é superior em
regides Umidas (SOUZA et al., 2010).

A espécie A. mangium cresce bem em solos compactados, erodidos e
degradados, em declividades acentuadas e em locais infestados com plantas daninhas
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983; CATIE, 1992).

A. mangium cresce bem em solos compactados, erodidos e degradados, em
declividades acentuadas e em locais infestados com plantas daninhas (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1983; CATIE, 1992). Tolera solos com pH de até 3,5 e se
desenvolve bem na presenca de altos teores de 6xidos de ferro e aluminio. E intolerante
a condicdes salinas, sombreamento e baixas temperaturas. Por causa de sua folhagem

densa e raizes superficiais, a espécie é suscetivel ao vento (MACKEY, 1996).

Conforme as condicdes de sua distribui¢do natural e nos resultados de diversos
estudos conduzidos em diferentes regides do mundo, acacia mangio deve ser plantada
preferencialmente em locais Umidos, onde a precipitacdo seja normalmente superior a
2.000 mm por ano e com temperaturas estaveis (CATIE, 1992). Sabe-se que o
prolongamento de periodos secos faz com que o crescimento das arvores pare ou
diminua de forma extrema, mas a espécie adapta-se bem as condi¢fes ambientais da
Amazonia (TONINI e HALFED-VIEIRA, 2006).

Tonini e Halfed-Vieira (2006) afirmam que A. mangium possui 2n = 26
cromossomos e o hibrido de A. mangium x A. auriculiformes apresenta potencial para
tornar-se importante fonte de material produtivo e resistente a doengas, indicado para
plantacdes florestais por aliar o tronco retilineo de A. mangium a habilidade de se auto

desbastar da A. auriculiformis.



Uma particularidade sobre a espécie € que ela apresenta folhas compostas
somente durante algumas semanas ap0s a germinacgdo, que sdo depois substituidas por
folhas simples e de borda inteira, denominadas fildides, com cerca de 25 cm de
comprimento e 10 cm de largura. 1sso confere a A. mangium um aspecto completamente
diferente de outras espécies, incluindo outras do género Acacia (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1983).

A espécie Acacia mangium é conhecida por ser uma leguminosa bastante
promissora e vidvel para inumeras aplicacdes de seus produtos obtidos da floresta
plantada. No Brasil, ela tem sido apresentada até como “milagrosa”, sendo que a ela se
associam denominag¢des pomposas como: “ouro verde do cerrado”, “espécie de
reflorestamento inteligente e sustentavel”, “espécie para o reflorestamento do futuro”,
etc. A espécie tem reconhecidamente muito potencial, mas para ganhar esse status ha
ainda um longo caminho a percorrer, seja no melhoramento genético da forma e
produtividade florestal, seja nas interacdes genétipos e ambientes, bem como nas
técnicas silviculturais de plantio, manejo e colheita. Relatam ainda que a espécie é
sensivel a algumas pragas e doencas e sua silvicultura é complicada em funcdo da
qualidade e forma do tronco e também da tendéncia as bifurcagdes proximas a base das
arvores (abaixo de 1,3 metros de altura). Em sintese, os autores salientam que A.
mangium necessita de muito esforco de pesquisa, de novas tecnologias e muita
dedicacdo por parte dos pesquisadores e plantadores de arvores para chegar aos

rendimentos esperados.

De acordo com Rossi et al. (2003), a grande vantagem silvicultural da A.
mangium é sua associa¢do micorrizica com micro-organismos do solo. Como grande
nimero de leguminosas, essa espécie também apresenta simbiose com bactérias
pertencentes ao género Rhizobium, que fixam o nitrogénio, por meio da conversao de
nitrogénio molecular (N2) em amoénia (NH,), aumentando a disponibilidade desse
nutriente para A planta. Essa simbiose € importante no aumento da absorcdo dos
nutrientes de pouca mobilidade no solo, como fdsforo, zinco, cobre e aménio, mas
também de nutrientes moveis como potassio, sulfato e nitrato (REDDELL e WARREN,
1986).



No Brasil, a espécie é também conhecida como acacia australiana, mas seu nome
mais comumente utilizado € mesmo o de acéacia mangio.
Acacia mangium pertence a familia Leguminosae ou Fabaceae, conforme a
classificacdo taxonémica de Engler; ou a familia Mimosaceae, conforme defende

Cronquist.

Ela tem sido também classificada como Racosperma mangium, por um grupo de
taxonomistas que entendem que 0s ecotipos australianos (que ndo possuem espinhos)
deveriam ser agrupados em outro género na mesma familia. Entretanto, a maioria dos
taxonomistas vegetais ndo concorda com isso, entendendo que os espinhos poderiam
mais ser um indicativo de uma variedade ou ecotipo, mas nunca de outro género de

plantas.

A necessidade por produtos madeireiros tem aumentado ano a ano,
principalmente pela crescente escassez de madeira de espécies arboreas nativas. O
eucalipto é uma das raras espécies florestais no planeta que tem flexibilidade de usos,
principalmente por sua grande diversidade de espécies.

De acordo com Mackey (1996), A. mangium € uma espécie multiuso que cresce
bem em condic¢des edafo-climaticas adversas, como 0s solos tropicais acidos e pobres

em nutrientes.

No Brasil, o eucalipto foi introduzido com finalidade comercial em 1904, por
Edmundo Navarro de Andrade. Inicialmente o propoésito dos plantios era a producéo de
dormentes, postes e lenha para as locomotivas das estradas de ferro paulistas.
Entretanto, varias pesquisas desde entdo tém demonstrado a versatilidade de uso da

madeira de eucalipto.

Pode-se utilizar a madeira produzida para energia (lenha e carvdo vegetal),
postes e mourdes, para construcdo civil (pontaletes e madeiramento para telhados e
pisos), para chapas de fibras, para celulose e papel e até moveis finos. Além disso, como
produto ndo-madeireiro, € possivel a extracdo de 6leo essenciais das folhas do eucalipto,

plantio para quebra-ventos, producao de mel, entre outras utilidades.



2.3 Doengas de A. mangium e Eucalyptus sp.

Embora seja uma espécie considerada rdstica quanto as exigéncias
edafoclimaticas, A. mangium esta sujeita a uma série de doencas que podem limitar sua

producdo tanto no viveiro quanto em povoamentos.

2.3.1 Principais doencas de A. mangium

Na Amazobnia, além dos patégenos oriundos de esséncias madeireiras nativas
que passam a ter importancia econdémica quando sdo cultivadas, existem 0s patdgenos
introduzidos concomitantemente com as esséncias florestais exdticas para exploracdo
madeireira, como o eucalipto, a teca e a Acacia mangium (GASPAROTTO, 2014).
Além disso, afirma o autor, novos patégenos podem originar-se da floresta, quando as
esséncias nativas e exdticas passam a ser cultivadas em escala comercial e, nesses casos,
0s empresarios do setor florestal madeireiro recorrem a consultores de outras regides.
Porém, a falta de conhecimento cientifico dos problemas fitossanitarios a ser
enfrentados na regido, causa indefinicdo na sua resolucdo e consequentemente acarreta

prejuizos ao desenvolvimento dessas espécies na Amazonia.

Segundo Lee (2004) apud Tonini e Vieira (2006), a A. mangium é altamente
suscetivel a podriddo-do-lenho ou cerne, que esta relacionada a permanéncia de galhos
mortos na planta e a presenca de ferimentos, o que propicia a invasdo do complexo de

fungos que causa a podriddo-do-lenho.

A presenca de ferimentos tem sido considerada fator importante, pois A.
mangium tem dificuldade em formar uma zona de protecdo efetiva. A. mangium é
relatada como uma espécie florestal exdtica, cultivada em Roraima, e uma das
limitacGes ao seu cultivo é a ocorréncia de doencas, dentre elas a podriddo-do-lenho,
causada por Lasiodiplodia theobromae (HALFELD et al., 2005). Para chegar a
etiologia da doenca, os autores isolaram diversos patogenos, a partir da regido do lenho
com sintomas de podriddo. A seguir, inocularam plantas jovens de A. mangium com

discos de micélio dos isolados cultivados em BDA. Os resultados demonstraram que



apenas o fungo Lasiodiplodia theobromae foi capaz de reproduzir os sintomas tipicos

de podridao-do-lenho, nos testes de patogenicidade.

A doenca é de natureza complexa, atribuindo-se como causa a invasdo por
diversas especies de fungos que causam apodrecimento (HALFELD-VIEIRA, 2014).
Quando verificada em alta incidéncia, pode comprometer a exploracdo comercial, por
causar mortalidade de arvores e afetar a qualidade da madeira; embora com pouca
significancia na producdo de polpa para celulose. As perdas em volume de madeira nas
arvores afetadas pela podridao-do-lenho podem atingir indices de até 63,8% (VIEIRA et
al, 2006).

De acordo com Lee (2000) apud Vieira et al. (2006), a podriddo-do-lenho € mais
freqUente em arvores mais velhas, porém danos podem ser observados em plantas com
menos de 44 meses de idade. Levantamento realizado por Barryet al. (2004), na
Indonésia, constatou a incidéncia de 46,7% de arvores de oito anos com podriddo-do-
lenho, enquanto outros autores observaram incidéncia entre 50 e 98% (VIEIRA et al,
2006).

No Brasil, VIEIRA et al. (2006) relataram pela primeira vez a podriddo-do-
lenho em A. mangium, ocasionando perdas significativas em Roraima. Relatam que a
existéncia de grandes areas plantadas em monocultivo de A. mangium no Estado, em
florestas destinadas ao uso em produtos serrados, torna indispensavel o
desenvolvimento de sistemas silviculturais que possibilitem melhorar a qualidade da
madeira e reduzir perdas decorrentes da podriddo-do-lenho, aqui associada ao

Lasiodiplodia theobromae.

As plantacBes de Acacia nos tropicos Umidos geralmente ndo apresentam
problemas sérios de pragas ou doencas, ao contrario do eucalipto, que pode ser atingido
por doencas em diferentes ambientes (Old et al., 2000). Entretanto, diversos locais do
sudeste da Asia e do nordeste da Australia tém a produtividade dos plantios de acacia
afetada por fungos patogénicos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1983).

Na Indonésia, Tarigan et al. (2011) encontraram o fungo Ceratocystis sp.
associado a uma nova murcha, com sintomas de die-back (morte descendentes de

ponteiros) em A. mangium. De acordo com os autores, o fungo e a doenga sdo



considerados novos nas areas de plantios de A. mangium, porém apresentam enorme
potencial de disseminacdo. Afirmam ainda que varios isolados de Ceratocystis foram

coletados e isolados de plantios de A. mangium com sintomas de murcha, na Indonésia.

Segundo Halfed-Vieira e Nachet (2010), os patégenos encontrados em A.
mangium no Estado de Roraima foram Lasiodiplodia theobromae, Cercospora sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium solani, Oidium sp., Pestalotia sp.,Phaeotrichoconis sp.,

Phomopsis sp., Pyllosticta sp.

Halfeld-Vieira et al. (2014) relatam as principais doengas em A. mangium na
Amazonia, especialmente em plantios homogéneos da cultura no Estado. Descrevem as
doengas, seus sintomas e 0s agentes causais a elas associados.

As principais doencas e suas descricOes sdo descritas a seguir: Fusariose -
doenca que, segundo os autores, afeta caracteristicamente mudas de A. mangium em
seus primeiros estagios de desenvolvimento. Comentam que no Brasil, apenas Fusarium
solani foi reportado como agente causal da doenca no hospedeiro, observada em
condi¢bes de viveiro, no ano de 2003, em Boa Vista-RR (HALFELD-VIEIRA e
NECHET, 2005; HALFELD-VIEIRA e NECHET, 2010). Os autores afirmam que a
fusariose pode ser considerada uma doenca importante na fase de viveiro, uma vez que
causa morte de plantas jovens e reduz significativamente a producdo de mudas
(TONINI e HALFED, 2010; HALFED-VIEIRA; OLD et al, 2000).

A ocorréncia da fusariose é facilmente reconhecida pelos sintomas evidentes que
ocorrrem em mudas de A. mangium, caracterizados por avermelhamento e seca de caule
e folhas, sem causar tombamento. Em outros paises, a doenca pode ser causada por mais
de uma espécie de Fusarium, cujo dano é o tombamento das plantulas (OLD et al.,
2000). As medidas preconizadas para controle da doenca incluem a utilizagdo de

substratos isento do patdgeno e o controle da irrigacdo, evitando-se o excesso de agua.

Oidio foi constatado pela primeira vez em A. mangium no ano de 2005, na
cidade de Boa Vista-RR, onde causou danos severos apenas em plantas jovens
cultivadas em local sombreado (HALFELD-VIEIRA e NECHET, 2010). Segundo os
autores, a doenca é facilmente reconhecida pelos sinais do patdgeno, caracterizados por

pulveruléncia branca na superficie foliar. De acordo com Halfeld-Vieira, a doenca



ocorre desde o estadio de folhas pinadas e, em caso de ataque severo, a doenca progride
para 0 amarelecimento de foliolos que ocasiona desfolha e, possivelmente, causa
necrose e deformacdo da area afetada. O controle da doenca € feito com a aplicacdo de
fungicidas & base de enxofre (RODRIGUEZ PETIT et al., 2001).

Em outros paises, as descricdes da fase assexuada (anamorfica) disponiveis na
literatura revelam a existéncia de espécies distintas, que ocorrem em associacdo ao
género Acacia (HALFELD-VIEIRA et al. (2014), apud OLD et al. (2000).

Old et al. (2000) relata a ocorréncia de uma espécie de Oidium com esporos
formados em cadeia, que ataca a folha de A. mangium, diferentemente da espécie

observada em plantios no Estado de Roraima.

Outra doenga muito comum em A. mangium é a queima-do-fio, causada por
Ceratobasidium sp. De acordo com Duarte et al. (2006), a queima-do-fio é uma doenca
endémica que ocorre mais durante o periodo chuvoso. A doenca é causada por um
patdgeno polifago, comum na regido amazonica e relatado em mais de 50 espécies de
plantas (GASPAROTTO e SILVA, 1999). O controle da doenca com fungicidas
cupricos tem sido uma pratica adotada em muitas areas de cultivo, embora sem muita
eficiéncia (DUARTE et al., 2006).

Gasparotto e Silva (1999) relatam que a queima-do-fio é facilmente reconhecida
pela seca de ramos e folhas, presenca de cordbes miceliais, formados de hifas
anastomosadas, com pequenas ramificacdes laterais, que se desenvolvem sobre as partes
afetadas, cujas folhas mortas se destacam e ficam pendentes, presas umas as outras por
filamentos miceliais. Como medida de controle da doenca eles recomendam a poda dos
ramos e galhos afetados e a remocéo desse material da area de plantio, a fim de diminuir

a fonte de in6culo.

A doenca podriddo-do-lenho é apontada por varios autores como a doenga mais
importante de A. mangium e uma das mais relatadas em associagdo com plantios da
espécie no Brasil e no exterior, sendo que na Amazbnia a doenga foi constatada
primeiramente no Estado de Roraima (TONINI e HALFELD, 2006; TONINI et al.,
2010; HELFELD-VIEIRA et al., 2014).



De acordo com Halfeld-Vieira et al. (2005), a podriddo-do-lenho teve sua
etiologia esclarecida, depois de ensaios envolvendo isolamento, inoculacdo e expressao

de sintomas pelo fungo Lasiodiplodia theobromae, durante os testes de patogenicidade.

Eyles et al. (2008) afirmam que a A. mangium é uma espécie de rapido
crescimento, plantada principalmente em grandes monoculturas para producéo de polpa
de celulose, no sudeste da Asia. Segundo os autores, a podriddo radicular tornou-se a
doenca que tem causado 0s maiores prejuizos, do ponto de vista econdmico,
apresentando alta taxa de mortalidade, observada principalmente na segunda e terceira
rotacdo (corte). Eles relatam dois tipos principais de podriddo de raizes encontrados em
A. mangium: podriddo-marrom e podriddo vermelha, causadas por Phellinus spp. e

Ganoderma spp., respectivamente.

Embora seja considerada impactante na producdo de polpa de celulose (LEE,
2004; EYLES et al., 2008), a podriddo-do-lenho causa grandes perdas econémicas em
volume de madeira e, embora ocorra com mais frequéncia em arvores mais velhas, a

doenca pode afetar também plantas com menos de 44 meses de idade (LEE et al., 1988).

Outra doenca importante da cultura de A. mangium no Brasil é a queima-do-fio,
causada por Ceratobasidium spp. Os sintomas mais comuns da queima-do-fio no Brasil
é o0 apodrecimento do lenho no sentido vertical, principalmente a partir de ferimentos
causados na operacdo de poda dos ramos (desrama), facilmente observado apds a
remocdo da casca (Halfed-Vieira et al., 2014). De acordo com os autores, 0s sintomas
podem ser observados no cerne, onde se verifica uma degradacéo tipica dos tecidos. Em
relacdo ao controle da doenca, 0s autores recomendam a observacao de varios fatores
predisponentes, listando algumas medidas a serem seguidas: a) O plantio de A.
mangium em locais sem déficit hidrico; b) Escolha de gendtipos de maior tolerancia ao

estresse hidrico: ¢) Efetuar a desrama das plantas até 8 meses ap0s o plantio.

Medina e Pinzon-Fldrian (2011) relatam a associacdo entre insetos brocadores
do tronco de A. mangium e a podriddo do lenho. Segundo os autores, 0s insetos dos
géneros Xyleborus sp. e Teloplatypus sp. agem como porta de entrada para fungos

apodrecedores do tronco, causando baixo rendimento do fuste e a depreciacdo da



madeira. Essas espécies sdo comumente relatadas dentro do grupo das coleobrocas que

atacam madeira em toras armazenadas no campo e em patios de serrarias.

Lee (2000) menciona o fungo Ganoderma philippii como importante agente
causal de podriddo de raiz em plantios comerciais de A. mangium na Malasia. De acordo
com Lee (2000), a podriddo de raiz, ao lado da podriddo do lenho (heathrot), sdo as

principais doencas de plantios de A. mangium na Malasia.

2.3.2 Doencas do Eucalyptus sp.

O eucalipto é uma espécie que esta sujeita a uma série de doencas, em todas as
suas fases de desenvolvimento, principalmente no estadio de mudas, em viveiro. Varios
estudos de melhoramento visando a incorporacdo de genes de resisténcia/tolerancia na
planta sdo descritos na literatura (ROSSI et al., 2003). Modernamente, afirmam os
autores, o plantio de clones mais produtivos e resistentes a doencas, como E.
urograndis, resultante do cruzamento de E. grandis x E. urophylla, tem reduzido o
impacto das doencas sobre a cultura.

Wilcken et al. (2008) descrevem a ferrugem do eucalipto, causada por Puccinia
psdii, como a principal doenca da cultura do eucalipto no Brasil. Relatam que a doenca
foi primeiramente descrita no Brasil em 1929, tendo assumido grande importancia na
cultura em meados da década de 70. Afirmam que a doenca € mais comum e severa em
plantacdes de eucalipto muito suscetiveis, como E. grandis e E. urophylla, de até dois
anos de idade. Relatam ainda que a doenca também pode ser encontrada em viveiros e
jardins clonais, devido a alta umidade, sombreamento e temperatura amena, sendo
condigdes Otimas para o0 seu desenvolvimento, temperatura média entre 15 e 25 °C e

indices de umidade relativa do ar acima de oito horas noturnas.

A sintomatologia da ferrugem do eucalipto manifesta-se através de esporulacdo
pulverulenta e amarelada (pustulas com basididsporos e teliésporos) em folhas e ramos
jovens (WILCKEN et al., 2008). Em ataques severos, garantem que pode ocorrer
deformacdo, encarquilnamento e necrose das porcBes terminais de crescimento.
Recomendam medidas de controle, incluindo o plantio de clones, progénies ou espécies

resistentes, o plantio de clones pouco favoraveis a infeccdo (escape ou evasdo), e



aplicacbes quinzenais de fungicidas sistémicos, tais como o triadimenol (0,5¢g de i.a./L)

e azoxystrobin (0,1 g de i.a./L).

Além da ferrugem, Wilcken et al. (2008) mencionam ainda como doenca
importante da cultura o cancro do eucalipo, causado pelo fungo Chrysoporthe cubensis
(Sin. Cryphonectria cubensis e Dothiorella spp.). Citada como "doenca da casca”, o
cancro do eucalipto se estabelece em regides quentes e umidas, com média de
temperatura superior a 1.200 mm, quando sdo plantados clones ou procedéncia
suscetiveis, com idade superior a 6 meses.

O patdgeno ataca a casca, cambio e lenho, produzindo os seguintes sintomas:
lesbes basais em plantas jovens; morte de tecidos da base, com trincamento e
rompimento da casca em tiras; formacdo de calos ao redor da lesdo (anelamento) que
pode estender-se verticalmente pelo tronco e atingir 50% da sua circunferéncia (cancro
tipico); intumescimento de tecidos, com lesBes superficiais (sem atingir o cambio) e
formacdo de uma nova casca mais resistente sob a casca infectada; rapido murchamento
da folhagem (WILKCKEN et al., 2008).

Para o controle do cancro do eucalipto sdo recomendadas medidas, tais como:
Plantio de clones, progénies ou espécies resistentes; eliminagédo das plantas doentes no

campo; procurar um profissional qualificado da area (WILCKEN et al., 2008

Crous (1998) afirma que a doenca conhecida como "queima do eucalipto” é
causada por varias espécies de Mycosphaerella e varias formas anamorfas ligadas ao
género. De acordo com o autor, os sintomas da doenca manifestam-se de varias formas,

desde a abscisdo prematura de folhas, manchas foliares e cancro do caule.

Caires (2013) afirma a doenga "mofo-cinzento"”, causada pelo fungo Botrytis
cinerea, € um importante patogeno de A. mangium. A autora testou a patogenicidade de
isolados do patégeno e concluiu que houve maior germinacao de conidios de B. cinerea
na face adaxial de folhas novas de eucalipto, mantidas no escuro, e que esta condi¢ao
contribui para maior severidade da doenca. Conclui também que conidiéforos de B.
cinerea emergem de ambas as faces foliares intactas de eucalipto e a penetracdo e
infeccdo ocorre tipicamente de maneira direta, através da dissolucdo enzimatica do

tecido hospedeiro.



Rodas et al. (2005) relatam que o fungo Chrysoporthe cubensis € um dos
patdgenos mais sérios causadores de cancro em plantios comerciais de eucalipto nas
regides tropicais e subtropicais. Os testes de patogenicidade foram realizados em varias
espécies de eucalipto. Afirmam também que o patégeno é o mesmo encontrado em
Miconia theaezans e Miconia rubiginosa.

Ferreira e Silva (2004) afirmam que as doencas do eucalipto na Amazoénia estdo
associadas as condigbes ambientais e as espécies utilizadas. Dessa forma, afirmam que
as regides da Amazonia tém climas bastante distintos, principalmente no Estado de
Rondénia, proximo a divisa com o Mato Grosso. Nas outras areas ocorrem climas
tropicais Umidos, com chuvas uniformes ou periédicas muito abundantes. Estas
condigdes segundo eles definem duas situagdes distintas para a adaptacdo de espécies de
Eucalytus. Relatam que longos periodos quentes e imidos facilitam a disseminacgdo de
doencas foliares e sua acdo durante todo o ano limita o crescimento de espécies
suscetiveis a doencas foliares.

A patogenicidade e o crescimento micelial diario sdo caracteristicas importantes
na taxonomia e identificacdo de fungos fitopatogénicos.

De acordo com Sutton (1992), entre os descritores morfolégicos, fisioldgicos e
culturais utilizados em taxonomia de fungos fitopatogénicos, a taxa de crescimento
micelial é, sem duvida, um dos mais recomendados. Todos os trabalhos de taxonomia
classica visando a identificacdo de fungos fitopatogénicos incluem a taxa de
crescimento micelial didria em meio de cultura, além de caracteristicas morfoldgicas
(tamanho e forma de conidios e apressorios) e culturais, como forma, bordo, cor,
pigmentacdo, formacdo de setores, zonas concéntricas e topografia de col6nias. Na
atualidade, a taxonomia de fungos tem associado a estes descritores fisioldgicos e
morfo-culturais, técnicas e ferramentas moleculares, incluindo PCR (Polymerase Chain
Reaction), marcadores moleculares e sequenciamento de gens de regides conservadas
do DNA fdngico, usando primers especificos e sequéncias depositadas no GeneBank e

blastadas para edicédo da arvore filogenética.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e transporte do material

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia, do Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia-INPA.

As amostras de A. mangium e E. urograndis foram coletadas nos meses de abril
e setembro, na empresa Litiara Industria Ceramica da Amazonia Ltda. A area de coleta
do projeto fica situada no Km 19 da Rodovia AM-010 (sentido Itacoatiara/Manaus),
com sede no Km 8 da Rodovia AM-010. A area de estudo faz parte do Projeto de

Reflorestamento da Empresa (Projeto Ecoflora 1) (Figura 1).

=

Figura 1: Croqui da area de coleta das amostras (Ecoflora 1)

No presente estudo, as amostras que apresentavam sintomas de lesdes foram
coletadas em uma éarea de plantio de Acacia mangio, num total de 100 hectares,

subdivididos em 4 areas menores (Prop 01, Prop 02, Prop 03 e Prop 04).

Os tipos de amostras coletados foram raizes, tronco, ramos e folhas, para A.
mangium com sintomas de necrose e podriddo, respectivamente, e E. urograndis
somente amostras foliares. O material foi coletado em talhGes de plantios da empresa

Litiara IndUstria Ceramica da Amazonia Ltda, no Km 19 da Rodovia AM-010. As areas



foram percorridas e as amostras apresentando sintomas tipicos da doenca foram
colocadas em sacos de papel e acondicionadas em isopor, a fim de preservar as
condig¢des do material durante o transporte, até o laboratorio de Fitopatologia do INPA,
sttade em Manaus. Fez-se a caracterizagdo e descrigdo dos sintomas de cada amostra e
0 seu registro em livro proprio do laboratorio apds o que o material foi lavado com
detergente neutro em agua corrente e secado em papel toalha. Em seguida fez-se a

triagem do material quanto ao tipo de isolamento a ser usado.

3.2 Isolamento dos fungos

As amostras foram colocadas em sacos de papel e acondicionadas em isopor
com gelo, a fim de preservar as condicbes do material durante o transporte, até o
laboratério. O isolamento dos fungos foi realizado a partir de plantas de A. mangium
Willd e E. urograndis com mais de 3 anos de idade, provenientes de plantios
definitivos. Para as lesbes que apresentavam estruturas reprodutivas do fungo na
superficie do tecido, foi procedido o isolamento direto (Figura 2) conforme método
descrito por Alfenas e Mafia (2007). Com auxilio de microscépio estereoscopio e
agulha histolégica flambada (Figura 2A), essas estruturas foram visualizadas e
transferidas para meio de cultura Batata-Destrose-Agar (BDA), contidos em placas de
Petri descartaveis de 18 cm, forrada ao fundo com camada dupla de papel-toalha e
contendo algoddo umedecido com 4&gua destilada autoclavada (ADA). ApoOs o
desenvolvimento das coldnias, estas foram purificadas e identificadas por codigos de

isolamento.

Antes de verter o meio de cultura nas placas, adicionou-se cerca de 100 mg de
Ampicilina, um antibidtico de largo espectro, para cada litro de meio de cultura, para
evitar a contaminacdo das coldnias fungicas por bactérias, durante o periodo de
incubacgdo. As amostras que ndo apresentaram sinais do patégeno foram submetidas a
camara Umida (Figura 2 B-C) para inducdo da esporulacédo, por 48 horas, utilizando-se
placas de Petri de vidro de mais ou menos 18 cm, forrada ao fundo com camada dupla

de papel-toalha e contendo algoddo umedecido com &gua destilada autoclavada (ADA).



A B C

Figura 2. Isolamento Direto e Camara Umida: Visualizagio das estruturas reprodutivas em
estereoscopica (A); amostras foliares, radiculares e ramos, em camara imida (B e C).

Fotos: (A) Ananias Cruz; (B) Eliana Lopes

O isolamento indireto foi realizado para o material lesionado que néo
apresentavam estrutura do fungo na superficie da lesdo, mesmo depois de submetido a
camara Umida. Este método foi realizado em ambiente asséptico de camara de fluxo
laminar, onde foi realizado o isolamento indireto (Figura 3). Fragmentos de tecidos de
2-4 mm de diametro foram retirados da zona de transicdo entre o tecido necrosado e
tecido sadio, com auxilio de Id&mina de bisturi ou tesoura flambados. Foram retirados 10
fragmentos de tecido por amostra de tecido. Em seguida os fragmentos foram imersos
numa solucdo de alcool etilico 70% por 30 segundos, e depois em solugdo de
hipoclorito de sédio (NaClO) na concentracdo de 1,5%, por 1 minuto e meio. Os
fragmentos desinfestados em solucdo de hipoclorito foram mergulhados em duas
porcdes de ADA, secos em camada dupla de papel-filtro e plaqueados em meio de
cultura BDA, suplementado com antibiotico (ampicilina). O alcool 70% tem por
finalidade quebrar a tenséo superficial do fragmento de tecido e facilitar o molhamento
na solucéo de hipoclorito. A solugéo de hipoclorito tem por finalidade a eliminac&o ou
reducdo dos micro-organismos saprofitas e contaminantes. ADA foi utilizada para
retirar 0 excesso da solucdo desinfestante (NaClO) e o papel-filtro para reduzir o
excesso de agua, antes dos fragmentos serem plaqueados em BDA. As placas foram
incubadas sob luz continua, formada por um conjunto de lampadas fluorescentes,

posicionadas a 40 cm acima das placas.

ApoOs o crescimento das colbnias, procedeu-se a purificacdo das colonias
crescidas a partir dos segmentos de tecidos plaqueados. Para isso, foram repicados
fragmentos de micélio da extremidade das col6nias, para novas placas contendo BDA
novo. Esse procedimento foi realizado para cada isolamento com caracteristicas
culturais distintas em termos de coloracdo A purificacdo das coldnias. Dessa forma foi

possivel obter isolamentos multiplos a partir de cada fragmento de tecido.



Figura 3. Isolamento Indireto: Disposi¢do do conjunto alcool etilico, hipoclorito, ADA e papel-filtro (A);
Lavagem, secagem e transferéncia dos tecidos para meio BDA (B, C).

Fotos: Ananias Cruz

3.3 Taxa de Crescimento Micelial Diario — TCMD

Foi obtido um total de 56 isolados de col6nias purificadas. Desse total, foram
selecionados 16 isolados para o teste de Taxa de Crescimento Micelial Diaria (TCMD).
Quinze isolados de A. mangium e um isolado de Eucalyptus urograndis. A
caracterizacdo fisiologica teve como parametro o crescimento micelial em meio de
cultura BDA, sob as seguintes condi¢des de incubacgdo: fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 23 °C + 1. Para 0 experimento de TCMD foram utilizados placas de
Petri padronizadas de 90 mm de didmetro. Discos de micélio de 5 mm de diametro
foram retirados da extremidade das coldnias e transferido para o centro de placas
contendo BDA. A leitura do crescimento diario da colonia foi feita com auxilio de régua
milimetrada, medindo-se o didmetro da colonia em dois sentidos, diametralmente
opostos, a partir de 24 horas de incubacdo. A avaliagcdo da taxa de crescimento foi
realizada diariamente, a partir de 24 horas de incubacéo, até o sexto dia de incubacéo.
Ao final, foi feita a média do didmetro da col6nia, retirando-se a area do disco inicial
(Figura 4).

Os dados foram tabulados e as médias utilizadas para construcdo de grafico
mostrando a taxa de crescimento de todos os isolados testados no periodo de avaliacdo
(6 dias).
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Figura 4. Disposicdo das placas de Petri durante a incubacdo para TCMD (A); verso e reverso das
colbnias apos o final do periodo de incubacéo e medicdo da TCMD (B, C).
Fotos: Eliana Lopes

3.4 Armazenamento em Castellani

Para 0 método Castellani foram utilizados frascos de vidro tipo Penicilina, de 14
mL, contendo 7 mL de agua destilada e esterilizada (Figura 4). Os frascos + ADE foram
autoclavados juntos. Em condicGes assépticas (cdmara de fluxo laminar), discos de
micélio de 5 mm foram retirados da periferia de colénias de 7 dias de idade e
transferidos para os frascos de vidro. Os frascos foram identificados com etiquetas
contendo informacGes sobre o cédigo e a data para cada isolado, e apds isso foram
lacrados com tampas de borracha e selados com parafilm (Figura A), e armazenados em

ambiente de refrigerador, a temperatura de + 4 °C.




Figura 5. Frascos de vidro contendo discos de micélio, armazenados pelo método Castellani (A);
Repicagem dos discos de micélio para novas placas contendo BDA novo (B, C); Frascos de vidro contendo
discos de micélio, com etiqueta de identificacdo (D, E); Placas contendo discos de inculo para os testes de

patogenicidade (F).

Fotos: Eliana Lopes

Os frascos contendo discos de micélio para os testes de patogenicidade foram
retirados do refrigerador ap6s o periodo de 2 meses de armazenamento. Estes discos
foram depositados no centro de placas de Petri de poliestireno (descartavel) contendo
BDA (Figuras C, D, E e F) e mantidas em fotoperiodo de 12 hora para o crescimento

micelial.

3.5 TESTE DE PATOGENICIDADE

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas destacadas (Figura 6-A),
utilizando-se 15 isolados de A. mangium e 01 isolado de Eucalyptus sp., entre eles,
aqueles que apresentaram as melhores taxas de crescimento no teste de TCMD. O ramo
apical de A. mangium, contendo 6 folhas foram selecionadas para os testes de
patogenicidade. Para eucalipto, 0 mesmo tipo de material botanico foi utilizado. O
material foliar foi coletado e disposto em um balde com agua (Figura 6-B), em seguida
envolto com algoddo umedecido e saco plastico (Figura 6-C-D) e armazenado em caixa
de isopor contendo gelo e duas camadas de papeldo (Figura 6-E), e transportado até o
Laboratorio de Fitopatologia do INPA, onde foi lavado em &gua corrente e detergente
para a remocao dos residuos de campo. A seguir, foi desinfestado superficialmente com
hipoclorito a 1,5%, e lavado com ADA, antes de ser inoculado. A metodologia

empregada foi a inoculacdo de discos de micélio de 5 mm de didmetro, oriundos de



colbnias crescidas em placas contendo meio BDA, a partir do armazenamento

Castellani.

Os discos de micélio foram depositados nas faces abaxial e adaxial das folhas,
com e sem ferimento. As folhas inoculadas foram dispostas em bandejas plasticas,
forrada ao fundo com camada dupla de papel-toalha esterilizado. Chumacos de algod&o
umedecidos foram dispostos nos quatro cantos das bandejas. As folhas foram presas no
fundo das bandejas com fita adesiva e o conjunto foi colocado dentro de sacos plasticos
transparentes. Essa camara Umida foi retirada ap6s 48 horas. A partir desse periodo
foram realizadas as avaliacdes até o oitavo dia (192 horas), medindo-se o didmetro da
lesdo em dois sentidos opostos, retirando-se a média. Os dados foram tabulados e as
médias do diametro da lesdo foram submetidas a Anélise de Variancia (ANOVA). Para
0s tratamentos que apresentaram significancia foram aplicados o Teste de Scott-Knott a
1% e 5% de probabilidade. O delineamento foi o Inteiramente Casualizado (DIC), em
esquema fatorial, com os tratamentos representados por 9 isolados x 2 ldminas foliares

(adaxial e abaxial) x 3 repeticoes.
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Figura 6: Coleta de material no campo para o Teste de Patogenicidade (A); Material foliar disposto em
balde com agua (B); Peciolo envolvido em algodédo (C); Amostras com algoddo umedecido com agua e
guardado em saco plastico (D); Material armazenado em caixa de isopor (E).

Fotos: (A, B, C, D) Cleidiane Lopes; (E) Eliana Lopes

3.6 ldentificacdo dos Fungos

A identificacdo dos fungos foi realizada através do preparo de laminas
semipermanentes, para visualizacdo das estruturas reprodutivas em microscopio optico.
O material utilizado foi fragmentos de col6nias crescidas em BDA, apds 7 dias de

incubagdo (Figura 7-A). As laminas foram preparadas colocando-se sobre elas pequenos



fragmentos de micélio do fungo em uma gota do corante azul-de-algoddo (Figura 7-B).
O fragmento foi coberto com laminula e visualizado ao microscopio de luz. Além do
microscopio, chaves de taxonomia de fungos e bibliografia especializada foram

utilizadas na identificacdo dos fungos.

Figura 7: Preparagdo da lamina com fragmentos de colonia crescidos em BDA (A); Lamina contendo
corante e fragmentos de micélios do fungo a ser identificado (B).

Fotos: Ananias Cruz

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o presente momento, ainda ndo foi possivel identificar todos os isolados
preservados em Castellani e testados nos ensaios de TCMD (Taxa de Crescimento
Micelial Diaria) e Teste de Patogenicidade.

Entre os isolados testados, 5 foram identificados. Sdo eles: Pestalotia sp.,
Phomopsis sp., Macrophoma sp., Cylindrocladium sp. e Colletotrichum sp., todos
isolados de lesdes foliares.

Apesar de todos os fungos terem sido isolados a partir de leses foliares e
cultura pura em BDA, é possivel que a maioria deles nao sejam fitopatogénicos para A.
mangium, uma vez que ndo desenvolveram reacdo positiva nos testes de patogenicidade.
Nesses testes, apenas Cylindrocladium sp. manifestou sintomas tipicos queima de
Cylindrocladium sp. nas folhas.

O isolado A; provavelmente est4 associado a podridao-do-lenho, doenca causada
por Lasiodiplodia theobromae, embora o agente causal ainda ndo tenha sido
identificado, encontrando-se no periodo de microcultura.



De acordo com Halfeld-Vieira e Gasparotto (2014), a podriddo-do-lenho é
considerada uma doenca de etiologia complexa, associada a uma sucessdo de eventos
que envolvem mais de um agente causal. Considerando essa hipotese, é possivel que a
doenca ndo tenha sua etiologia apenas em Lasiodiplodia theobromae, mas também de

varios agentes causais.

Os autores relatam que no Brasil, a podriddo-do-lenho foi diagnosticada desde
2001, em plantios no Estado de Roraima, e os sintomas indiretos descritos foram seca
de folhas e galhos situados no terco superior das arvores, sintomas semelhantes aos
observados no presente trabalho (Figura 8-A) e podriddo do cerne, com degradacéo
tipica dos tecidos (Figura 8-B). Halfeld-Vieira et al. (2006) conseguiram reproduzir 0s
sintomas da doenca em plantas inoculadas com Lasiodiplodia theobromae. No Brasil,
ainda segundo os autores, o sintoma mais comum € o apodrecimento do lenho no
sentido vertical, principalmente a partir de ferimentos causados na operacédo de poda dos

ramos, facilmente observados depois da remocao da casca (Figura 8-C).
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Figura 8: Podriddo-do-lenho: Sintoma reflexo em folhas e ramos (A), e sintoma primério (podridao do
cerne) observados no campo (B); Sintomas descritos na literatura (C e D).

Fotos A e B (Eliana Lopes) C e D (Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira)

Embora a etiologia podridédo do lenho tenha sido associada a Lasiodiplodia no
Brasil, Lee (2012), citando Lee (1986), Lee et al. (1988), Hashim et al. (1991) e Ito e
Nanis (1997), relata varios possiveis agentes causais para a doenca, conhecida em
lingua inglesa como hearthrot. O autor descreve o sintoma como uma zona de
descoloragcdo em torno do cerne de A. mangium e os fungos isolados dessa zona
apodrecida foram fungos citados como invasores, entre eles Aspergillus spp.,
Ceratocystis fimbriata, Chalara spp., Fusarium spp., Macrophoma spp., Paecilomyces
spp., Penicillium spp. Pestalotia spp. Phialophora spp., Rhinocladiella spp. e
Trichoderma spp. Esses fungos foram detectados em Papua-Nova Guiné, Malésia,



india, Tailandia, Bangladesh e Vietnd (Halfeld-Vieira, 2014). Lee (2002) relata a

ocorréncia apenas na Malasia e Sabah.

Os sintomas sdo os mesmos observados em amostras de lenho coletados em
plantio de acacia mangio de propriedade da Litiara Industria Ceramica da Amazonia
Ltda., municipio de Itacoatiara-AM. Possivelmente, o isolado do lenho (A;) pode esta
associado a Lasiodiplodia theobromae, o agente etioldgico o encontrado causando

doenca relatado pelos autores citados (Figuras 8B e 8C).

Também foi encontrado o fungo Ceratobasibium sp., patégeno polifago e
comum na regido amazonica, agente causal da Queima-do-Fio, na proporcdo de 10%
das arvores amostradas (Figura 4). A doenca é endémica e ocorre no periodo chuvoso
(Duarte et al.2006), atacando mais de 50 espécies de plantas (Gasparotto & Silva,
1999).

E possivel que o fungo coletado em plantio de acacia mangio na Litiara Industria

Ceramica da Amazonia Ltda. seja um dos fungos relatados.

Phomopsis spp., Pestalotiosis spp., Colletotrichum spp. e Cylindrocladium spp.

ndo sdo citados como patdgenos de A. mangium na Amazonia.

Em relacdo a queima-do-fio, causada por Ceratobasidium spp. (antigo Corticium
koleroga (Cooke Hohn.) = sin. Pellicularia koleroga Cooke., o fungo foi encontrado
parasitando folhas e ramos de arvores jovens e adultas, exibindo 0s mesmos sintomas
descritos por Halfeld-Vieira & Gasparotto (2014), isto é, seca de ramos e folhas,
presenca de corddes miceliais (Figura 9) formados de hifas anstomosadas com pequenas
ramificacOes lateriais, que se desenvolvem sobre as partes afetadas, cujas folhas,

mortas, se destacam e ficam pendentes, presas umas as outras por filamentos miceliais.
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Figura 9. Sintomas e sinais de queima-do-fio em A. mangium: folhas e ramos secos (A e B); Corddes
miceliais brancos do fungo Ceratobasidium spp.

Fotos: Eliana Lopes



4.1 Taxa de Crescimento Micelial Diaria (TCMD)

Médias da TCMD de isolados de A. mangium e
Eucalyptus urograndis aos 6 dia de incubacao

63751457

7,24

Crescimento micelial (cm) x Tempo (Dias)

= MEDIAS = DIAS

Figura 10: Médias da Taxa de Crescimento Micelial Diaria (TCMD) de 15 isolados de A. mangium e 1
isolado de E. urograndis, aos 6 dias de incubagéo.

Além da caracterizagdo dos sintomas e a identificacdo dos isolados, a taxa de
crescimento micelial diaria em meio de cultura padrdo (BDA) é uma caracteristica

fisioldgica importante que esta relacionada a patogenicidade.

No presente trabalho, o isolado de raiz (2021), ainda ndo identificado e sem teste
de patogenicidade, apresentou a maior taxa de crescimento micelial diaria, crescendo
em média cerca de 7,24 cm em 3 dias. Essa taxa de crescimento ndo é comum para
fungos fitopatogénicos, mesmo tratando-se de fungos de solo, apodrecedores de raiz,
sendo mais observado em saprofitas obrigados e contaminantes (Amorim et al., 2011).
Para os demais isolados, incluindo o isolado de E. urograndis, as médias de crescimento
foram determinadas no 6° dia. O grafico 1 revela que entre os isolados de A. mangium, a
maior taxa de crescimento foi observada para o isolado 2027A (Amostra 12, Colbnia
1.1) e as menores taxas para o isolado 2020B A4 (Colbnia 3.1), seguido de
Colletotrichum sp. e Pestalotia sp. (2026, 2026A-A10. Col. 2.1 e 2024A - Col. 3.1,




respectivamente), todos oriundos de isolamentos diretos e indiretos de folhas lesionadas

das espécies descritas.

Entre os fungos identificados e testados quanto a patogenicidade (Pestalotia sp.,
Macrophoma sp., Cylindrocladium sp., Phomopsis sp. e Colletotrichum sp.,), os trés
isolados de Pestalotia sp., juntamente com Macrophoma sp., apresentaram as maiores
taxas de crescimentos, todos crescendo acima de 5,48 cm no 6° dia de incubagdo.
Cylindrocladium sp., o Unico isolado que apresentou reacdo positiva nos testes de

patogenicidade, apresentou 0 menor crescimento, com 5, 34 cm.

Como relatado no paragrafo anterior, o isolado de Cylindrocladium sp. foi o
Unico que deu positivo no teste de patogenicidade, porém apresentou desempenho
inferior quanto a taxa de crescimento micelial em relagdo aos demais isolados. Na
literatura especializada sobre doencas e patdgenos associados a A. mangium e E.
urograndis, ndo foram encontrados relatos de ensaios de TCMD que pudesse servir de
parametro de comparacdo para discussdo dos resultados encontrados no presente
trabalho. A falta de dados sobre o assunto, ndo diminui a importancia da taxa de
crescimento micelial fungico para fins de taxonomia e identificacdo (Amorim et. al.,
2011).

T3] Apare g agem com e

Figura 11: Disposicdo das placas de Petri no ensaio para determinacdo da taxa de crescimento micelial
diaria (TCMD), aos 6 dias de incubagéo.

Fotos: Eliana Lopes

As colbnias e estruturas reprodutivas de alguns fungos encontrados e identificados em

A. mangium sdo mostradas na Figura 11, abaixo:



Figura 12: Colbnias e estruturas reprodutivas de fungos isolados de A. mangium: Col6nia de 7 dias de
Pestalotia sp. em BDA (A); Conidios de Pestalotia sp. (B); Coldnia e conidios tipo beta de Phomopsis sp.
(C, D); Colbnia de Colletotrichum sp. (E); Massa alaranjada de conidios e conidios de Colletotrichum sp.
(F, G); Conidios de Cylindrocladim sp. (H).

Fotos: Eliana Lopes

4.3 Teste de Patogenicidade

A andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 1) revelou interacdo altamente
significativa para os fatores isolado x tipo de folha (adaxial e abaxial), além da

interacdo entre os fatores, em relacdo ao diametro da lesdo, conforme tabela abaixo:

Tabela 1. Anéalise de Variancia (ANOVA) dos resultados para os testes de
patogenicidade

FV GL SQ QM F
Isolado (F1) 8 238.71000 29.83875 201.8953 **
Limbo Foliar (F2) 1 2.39562 2.39562 16.2093 **
Int. 1sol.x Limbo 8 9.01494 1.12687 7.6246 **
Tratamentos 17 250.12056  14.71297  99.5511 **
Residuo 144 21.28222 0.14779

Total 161  271.40278

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p >=.05)



A anélise de variancia dos testes de patogenicidade para diametro da

lesdo em folhas destacadas de A. mangium é mostrada na ANOVA

Os resultados da ANOVA mostram efeito altamente significativo para os 3
fatores testados (isolado, limbo foliar e interacao isolado x limbo foliar), ao nivel de 1%
de probabalidade. A partir dos resultados apresentados na ANOVA, foram realizados
testes de média, optando-se pelo Teste de separagdo de média de Scott-Knott e o0s

resultados sdo apresentados nas tabelas abaixo:

Tabela 2: Teste de Médias para isolados, mostrando diferenca significativa entre

os isolados testados em relacdo ao diametro da leséo.

Isolado Médias
Cylindrocladium sp (2020 A4,Col.2.2) 3.58333 a
Cylindrocladium sp. (2022B Col. 3) 311111 b
Cylindrocladium sp. (2025 AqCol.1.1) 3.05556 b
2022A Col.2 1.92222 ¢
Pestalotia sp (2024B -2) 0.85000 d
2020 A;Col. 5 0.79444 d
Colletotrichum sp. (2024 A, Col. 2) 0.50000 e
Phomopsis sp. (2020B Col.5.1) 0.50000 e
Testemunha 0.50000 e

(*) Médias seguidas da mesma letra minGscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si pela teste de Scot-Knott, ao nivel de 1% de probabilidade.

O teste estatistico revelou que houve diferenca altamente significativa entre 0s
isolados testados, com o isolado 2020 A, identificado como Cylindrocladium sp.,
apresentado o maior diametro média de lesdo (3,58 cm), superior aos demais isolados.
Os outros dois isolados de Cylindrocladium sp. (2022B Col 3 e 2015 Ag Col. 1.1) nédo
apresentaram diferenca significativa entre si, porém apresentaram menor didametro de

leséo que o anterior (2020 A).

Os isolados 2022A Col. 2 e 2020 A4, Col. 5, além dos isolados identificados
como Pestalotia sp. (2024B - 2), Colletotrichum sp. (isolado 2024 A, Col. 2) e



Phomopsis sp. (isolado 2020B, Col. 5.1) apresentaram diametro de lesdo inferior aos
trés isolados de Cylindrocladium sp., sendo que Colletotrichum sp. e Phomopsis sp. ndo

diferiram da Testemunha.

A Tabela 2 mostra que houve diferenca estatistica altamente significativa em
relacdo ao didmetro da lesdo entre isolados inoculados com Cylindrocladium sp. A
diferenca entre os referidos isolados pode ser percebida por observagédo visual (Figura
11-A).

A Figura 12 mostra folhas destacadas sadias de A. mangium em camara Umida,
durante o Teste de Patogenicidade realizado através da inoculacdo artificial com discos

de micélio, aos 6 dias de incubacéo.

B C
D E F

G H I

Figura 13: Les0es foliares em folhas destacadas de A. mangium, resultantes de inoculacdo artificial com
discos de micélio: Cylindrocladium sp. (A, B e C); Isolado 2022A, Col. 2 (ndo identificado) (D);
Pestalotia sp.(Isolado 2024B - Col. 2) (E); Isolado 2020 A, Col. 5 (F); Colletotrichum sp. (Isolado 2024
A, Col.2) (G); Phomopsis sp. (Isolado 2020B-Col. 5.1) (H); Testemunha (1). Notar diferenga no didmetro
da leséo entre os isolados de Cylindrocladium sp.

Fotos: Eliana Lopes



A B

Figura 14: Teste de patogenicidade em folhas destacadas de Eucalyptus urograndis, inoculadas com
discos de micélio de 5 mm de didmetro, aos 6 dias de incubacdo, no isolado 2029A-15, Col. 4.1 (A);
Testemunha (B).

Fotos: Eliana Lopes

Tabela 3: Medias para o tipo de limbo foliar (Adaxial x Abaxial), mostrando
diferenca significativa em relacdo ao diametro da leséo.

Limbo Foliar Médias
Face Adaxial 1.76790 a
Face Abaxial 1.52469 b

(*) Média seguida da mesma letra mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scot-Knott, ao nivel de 1% de probabilidade.

A face foliar do limbo teve efeito altamente significativo no tamanho da lesao,
ao nivel de 1% de probabilidade, pelo Teste de Scott-Knott. No presente estudo, a
inoculacdo do disco de micélio na face adaxial das folhas de A. mangium proporcionou
maior didmetro de lesdo que a inoculagcdo na face abaxial. O resultado contraria alguns
trabalhos que associam o didmetro da lesdo ao nimero de estbmatos na face abaxial da
folha, que facilitaria a penetracdo e a colonizacdo do tecido do hospedeiro pelo

patdgeno, e consequentemente maior leséo.



Tabela 4. Médias da interagdo Isolado x Limbo Foliar (Adaxial x Abaxial), mostrando

diferenca significativa em relacdo ao diametro da lesdo em Cylindrocladium sp.

Isolado x Limbo foliar (Adaxial x Abaxial)

B Limbo (*)
A
B Adaxial (**) B2
(**)
Cylindrocladium sp (2020 A4,Col.2.2  4.0444 aA 3.1222 aB
Cylindrocladium sp. (2022B Col. 3) 3.2222 bA 3.0000 aA
Cylindrocladium sp. (2025 AgCol.1.1) 2.8000 cB 3.3111 aA
2022A Col.2 2.4889 cA 1.3556 bB
Pestalotia sp (2024B -2) 0.9444 dA 0.7556 cA
2020 A4Col. 5 0.9111 dA 0.6778 cA
Colletotrichum sp. (2024 A, Col. 2) 0.5000 eA 0.5000 cA
Phomopsis sp. (2020B Col.5.1) 0.5000 eA 0.5000 cA
Testemunha 0.5000 eA 0.5000 cA
CV% =23.35
(*) Colunas - letras mindsculas Linhas - letras maitsculas

(**) Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e da mesma letra maitscula na linha
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao n[ivel de 5% de probabilidade.

Também houve efeito significativo e altamente significativo em relagdo a
interacéo isolado x tipo de face foliar e dentro da face foliar, respectivamente.

A andlise da interacdo do isolado dentro das duas faces da lamina foliar mostra
que houve efeito significativo e diferencial para as faces adaxial e abaxial, sendo mais
importante o efeito do isolado dentro de cada lamina foliar. Isso significa que houve
menor variacdo do diametro da lesdo, na interagcdo isolados x tipo de limbo foliar,
representado pelas letras maiusculas, na horizontal, que na interacdo do isolado dentro
de cada limbo (adaxial e abaxial), representada pelas letras minusculas, na vertical.

Entre outras hipdteses, os resultados poderiam sugerir que a patogenicidade,
verificada apenas para os isolados de Cylindrocladium sp., estaria também relacionada
as caracteristicas do limbo foliar e as propriedades de patogenicidade intrinsecas ao

patdgeno, considerando o diametro da lesdo, na comparagdo das médias.



No entanto, considerando apenas os atributos da patogenicidade, poderiamos
levantar a hipOtese de que a viruléncia, no caso especifico do patossistema
Cylindrocladium sp. x A. mangium, estaria condicionada a barreiras existentes no limbo
foliar, que dificultaria a penetracdo e colonizagdo do patégeno nos tecidos do
hospedeiro, mais importantes que os proprios mecanismos bioquimicos de viruléncia
relacionados ao patdgeno, tais como enzimas, toxinas e acidos organicos, destinados a

superar essas barreiras no hospedeiro.

No caso do paragrafo anterior, é possivel que tenha acontecido as duas hipoteses
levantadas, com predominancia dos atributos de patogenicidade inerentes aos isolados
identificados como Cylindrocladium sp., mas ndo descartando a possibilidade da perda
de constituintes bioquimicos importantes nos mecanismos de defesa das folhas
destacadas, além das barreiras mecanicas formadas pela diferenca (de pelos inclusive)
entre o limbo abaxial e adaxial da 1amina foliar.

Deve-se destacar, também, que a maior densidade de estdmatos na face abaxial,
ndo influenciou no didmetro da lesdo, uma vez que as lesdes da face adaxial foram
maiores que as observadas na face abaxial. Considerando que os fungos podem penetrar
e causar lesdes através das aberturas naturais do hospedeiro (estdmatos, hidatodios,
lenticelas), por ferimentos e através da superficie integra da superficie da planta, é
provavel que a forma de penetracdo no hospedeiro ndo tenha influenciado no didmetro

das lesGes observadas no teste de patogenicidade com isolados de Cylindrocladium sp.

Deve-se considerar também o meétodo de inoculacdo adotado no presente

trabalho, assim como o uso de folhas destacadas.

A inoculagdo com discos de micélio é considerada um método drastico, porque
ndo reproduz a condicdo natural de infeccdo observado na natureza. Pelo contrario, o
contato do micélio (estruturas vegetativas) diretamente com o tecido do hospedeiro
pode levar a uma réapida degradacdo dos constituintes da cuticula e da epiderme do
limbo foliar do hospedeiro, podendo até mascarar a expressao dos sintomas no teste de
patogenicidade (Bridge, 1985). Segundo o autor, as substancias bioquimicas (enzimas,

toxinas, etc) utilizadas para superar as barreiras mecanicas presentes nas folhas séo



produzidas nas extremidades das hifas, que sdo estruturas microscépicas que compdem

o micélio do fungo.

No entanto, 0 método do disco de micélio é indicado quando a maioria dos
isolados testados ndo produz estruturas reprodutivas, tais como conidios e outras formas
de esporos, necessarias ao preparo da suspensdo para sua posterior inoculacdo. No
presente trabalho, a escolha do método de inoculagéo através de discos de micélio teve

COmo pressuposto a auséncia de esporulagdo, na maioria dos isolados testados.

O método de inoculacdo que mais se aproxima do ciclo das relagbes patdgeno-
hospedeiro na natureza, durante o processo doenca, € a inoculacdo através da
pulverizacdo de uma suspensdo de conidios na superficie de ambos os limbos foliares,
na concentracdo indicada na literatura. Nesse método, as unidades infectivas (conidios)
entram em contato com o tecido hospedeiro na inoculagéo, iniciando os eventos da
patogénese, descritos como adesdo, germinacdo dos conidios (emissdo do tubo
germinativo ou promicélio), penetracdo (através de estruturas especializadas chamadas
apressorios), colonizacgdo e, finalmente, estabelecimento e expressdo de sintomas, com a

producdo de novas estruturas reprodutivas na superficie da lesdo.

Por outro lado, o método de inoculagdo em folhas destacadas do hospedeiro
pode ser indicado e justificado quando ndo ha mudas disponiveis para a realizacdo dos
testes de patogenicidade (Carmo et al., 2015). Isto porque em alguns casos, dependendo
da espécie de fungo, do gendtipo da planta, do tempo apos a inoculagdo (DAI) (no
presente trabalho, 192 horas de incubacdo), o uso de folhas destacadas pode influir no

metabolismo e na resisténcia da planta.

De acordo com Kamikoga, apud Carmo et al. (2015), Erisyphe polygoni , agente
causal do oidio em soja, apresentou diferenca na patogenicidade quando inoculado em
folhas destacadas de soja (Glicyne max Merril. Relatam que cultivares de soja que
apresentaram poucos sintomas da doenca em condicdes de folhas destacadas e casa de
vegetacdo comportaram-se como resistentes no campo, apresentando pouco ou nenhum
sintoma da doenca, mesmo na presenca de niveis elevados de ino6culo do fungo. Dessa
forma, afirmam os autores, as cultivares avaliadas em folhas destacadas reagiram como

MR (muito resistentes) ao fungo ou ndo diferiram da testemunha aos 7 dias apos a



inoculacdo (DAI). No presente trabalho ndo se pode fazer a comparagdo do
desenvolvimento dos sintomas nas trés condicGes testadas pelos autores. Com base nos
resultados obtidos pelos autores, é provavel que os isolados de Cylindrocladium sp. que
produziram sintomas em folhas destacadas de A. mangium poderiam apresentar maiores

didmetros de lesdo em condicdo de mudas no campo.

Ha relatos na literatura especializada afirmando que ensaios de inoculagdo em
folhas destacadas podem levar a diminuicdo ou até mesmo a paralisacdo da sintese de
substancias de defesa importantes durante a fase de penetragdo e colonizagcdo do
patdgeno. O periodo de incubacao de 192 horas (6 dias) e a diminui¢cdo de substancias
de defesa na folha destacada pode ter influenciado no tamanho da lesdo entre os
isolados de Cylindrocladium sp. testados no presente trabalho, porém, é provavel que
ndo tenha influenciado a reacdo negativa no teste de patogenicidade, verificada na

inoculacdo com os demais isolados testados.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
a) Os isolados de Cylindrocladium sp. deram reacdo positiva nos testes de

patogenicidade em folhas destacadas de A. mangium;

b) Este € o primeiro relato da ocorréncia de manchas foliares causadas por

Cylindrocladium sp. em Acacia mangium no Brasil;

¢) A identificacdo de Cylindrocladium sp. como agente causal de manchas foliares em
A. mangium viabiliza a ado¢do de praticas de manejo integrado para o controle da

doenca;

¢) Os isolados de Phomopsis sp., Pestalotia sp., Colletotrichum sp. e Macrophoma sp.
foram identificados em associacdo com lesdes foliares em A. mangium, porém deram

reacao negativa nos testes de patogenicidade;

d) Os isolados de Cylindrocladium sp. apresentaram as menores taxas de crescimento

entre todos os isolados testados;

e) O isolado de eucalipto deu reacdo negativa nos testes de patogenicidade em folhas

destacadas de E. urograndis.
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