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MARTINS, Cristiane Moreno. Fungos emboloradores e manchadores
associados a madeira de Pinus spp.: géneros, alteragdes e controle biologico.
2007. 159f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

Fungos pigmentadores ou descoloradores do alburno de Pinus spp. apresentam
hifas e/ou esporos pigmentados ou ainda hifas hialinas secretoras de melanina;
colonizam arvores recém-abatidas e madeiras de corte, levando ao aparecimento de
areas de coloragcdo variavel, superficiais ou profundas, cuja importancia esta
relacionada a depreciacdo da qualidade e do valor comercial da madeira. O
tratamento das madeiras é tradicionalmente realizado através do controle quimico,
com a aplicagao de preservativos e fungicidas. Recentemente novos métodos para
controle de fungos emboloradores e manchadores tém sido propostos, como o
controle biologico, as medidas de bioprote¢cdo e a associagao destes com métodos
fisicos. Este trabalho teve como objetivo (1) verificar a ocorréncia e identificar os
principais géneros de fungos emboloradores e manchadores associados a madeira
de Pinus spp., provenientes de lotes do Parana, Santa Catarina e Sao Paulo; (2)
determinar o potencial de manchamento, in vitro e in natura, desses isolados; (3)
selecionar microrganismos biocontroladores, como bactérias e actinomicetes; (4)
avaliar a qualidade das madeiras colonizadas por pigmentadores e tratadas com
biocontroladores, quanto as alteragcbes na coloragdo. Através do levantamento
bibliografico, bem como durante os trabalhos de isolamento destes microrganismos,
foi possivel a elaboragéo de protocolo para o isolamento de fungos emboloradores e
manchadores de madeira. Dos 165 isolados causadores de pigmentagcado na madeira
de Pinus spp. obtidos, 87 foram caracterizados como emboloradores, onde estavam
presentes os géneros Trichoderma, Penicillium e Aspergillus e, 78 isolados como
sendo manchadores, contemplando os géneros Fusarium, Lasiodiplodia, Epicoccum,
Pestalotiopsis, Paecilomyces. Testes laboratoriais, in vitro e in natura, revelaram que
€ possivel utilizar bactérias e actinomicetos como biocontroladores destes fungos.
Isolados A6, A8, A16, DASP (in vitro) e Pf1, P4, P3 e Débora (in natura),
demonstraram efeito antagbnico sobre os fungos emboloradores; ja os isolados
DASP, A6, Esc. 2 (in vitro) e DASP e Pf1 (in natura), apresentam grande efeito
antagobnico sobre os fungos manchadores.

Palavras-chave: Antagonismo. Bioprotegdo. Isolamento. Pigmentagcado da madeira.



MARTINS, Cristiane Moreno. Mold and stain fungi associated to Pinus spp.
wood: genera, alterations and biological control. 2007. 159p. Dissertation
(Master's Degree in Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2007.

ABSTRACT

Mold and stain fungi of Pinus spp. sapwood have pigmented hypha and/or spores or
have hyaline hypha melanin secretion; they colonize fresh wood, leaving some areas
with changeable coloration, as a superficial or deep stain, whose importance is
related to the depreciation of the quality and the commercial value of the wood. The
treatment of wood, traditionally, is done through the chemical control, with
applications of wood preservatives and fungicides. Recently new methods for control
of these fungi have been considered, as the biological control, measured of
bioprotection and association of these with physical methods. This work had as
objective (1) to verify the occurrence and identify mold and stain fungi associates to
pinus wood, proceeding from lots of Parana, Santa Catarina and Sao Paulo; (2) to
determine the potential of staining, in vifro and in natura, of these; (3) to select
antagonist microorganisms, as bacteria and actinomycetes; (4) to evaluate the quality
of wood colonized by sapstain fungi and treated with antagonist, about their
alterations in the color. Through the bibliographical search, as during the works of
isolation of this microrganisms, it was possible to elaborate a protocol for the isolation
of mold and sapstain fungi of wood. 165 fungi causes pigmentation of pinus wood
were isolated, being 87 characterized as mold, of genera Trichoderma, Penicillium
and Aspergillus, and 78 isolated ones as sapstaining of the wood, of the genera
Fusarium, Lasiodiplodia, Epicoccum, Pestalotiopsis and Paecilomyces. Laboratorial
experiments, in vitro and in natura, had still disclosed that it is possible to use
Actinomycetes and bacteria as biocontrolers of these fungi. Isolates A6, A8, A16,
DASP (in vitro) and Pf1, P4, P3 and Débora (in natura), had demonstrated
antagonistic effect on the mold; already the isolates DA5P, A6, Esc. 2 (in vitro) and
DAS5P and Pf1 (in natura), present great antagonistic effect on the sapstaining fungi.

Keywords: Antagonism. Bioprotection. Isolation. Wood pigmentation.
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1 INTRODUGAO

O setor florestal apresenta grande importancia para o
desenvolvimento do Brasil, rendendo anualmente US$ 36 bilhdes, valor equivalente
a 4,5% do PIB, sendo que destes US$ 17,5 bilhdes sdo provenientes do setor de
florestas plantadas e US$ 6,8 bilhdes da pinocultura. No ano de 2005, esse setor foi
responsavel pela exportagdo de US$ 7,2 bilhdes (6,1% das exportagdes nacionais),
sendo o terceiro complexo em exportado, superado apenas pelos complexos soja e

carnes.

O setor de florestas plantadas se destaca no cenario sbcio-
econdmico do pais, pois além da agregacao de valor, responsavel pela geracéo de
renda, contribui para a geragao de tributos, divisas e empregos e, por estar integrado

a varias cadeias produtivas, possui efeito multiplicador no panorama
econdmico nacional.

Atualmente o Brasil ocupa o sétimo lugar entre os paises com
maiores plantios florestais, possuindo 2,7% da area plantada mundialmente, ou uma
area total de 5,2 milhdes de hectares, representados principalmente por plantios de
pinus e eucalipto, concentrada principalmente nos estados do Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia.

O Pinus spp. por possuir madeira leve, apresentar crescimento
rapido e pode ser cultivado em grandes densidades populacionais, possui destaque
comercial na producdo de madeira, juntamente com o eucalipto. Dados disponiveis
indicam que, somente na regiao sul, existem 1.060.000 ha. de plantios de pinus.

Dentre as barreiras limitantes para o desenvolvimento do setor
florestal encontram-se a falta de recursos e de avangos tecnoldgicos, diante das
novas oportunidades de mercado; de investimento, para a introdugdo de
equipamentos e tecnologia avangada; além da necessidade da reestruturagdo do
setor, através de parcerias com setores de pesquisa cientifica e tecnoldgica e do
incremento da oferta de matéria-prima.

Grande parte da area coberta por Pinus spp. esta vinculada a
empresas verticalizadas, que necessitam da matéria-prima em suas atividades

industriais. Este grupo de empresas inclui, basicamente, industrias de celulose e
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papel, de chapas e particulas de madeira aglomerada, serrarias, laminadoras e
industrias de processamento de resina. Infelizmente, essas desenvolvem e praticam
regimes de desbaste que nem sempre sdo concebidos de forma adequada ou
aplicados de maneira conveniente, levando ao aparecimento de problemas
associados a madeira de corte e seus produtos, devido a agdao de agentes
degradadores ou modificadores de suas caracteristicas.

Entre estes, encontram-se os fungos emboloradores e manchadores
da madeira de Pinus spp., que geralmente sdo os primeiros a colonizar arvores
recém-abatidas, devido a grande quantidade de substancias de reserva e a elevada
umidade. O alburno atacado por esses fungos apresenta areas de coloragao
variavel, geralmente de azul a cinza escuro, que podem ser observadas
externamente ou em cortes transversais. Embora possam ser superficiais ou
profundas, essas manchas depreciam a qualidade e o valor comercial da madeira.

Tratamentos tradicionais tém sido empregados para evitar a infecgao
da madeira por estes agentes, como a aplicagdo de produtos quimicos a base de
sais de sddio e de fendis clorados, de fungicidas e outros métodos que envolvem a
reducdo da umidade da madeira. Entretanto, recentemente surgiu a preocupacao
quanto a toxicidade destes produtos quimicos, fato que levou ao estudo de novos
métodos para controle dos fungos manchadores, principalmente aqueles envolvendo
medidas de bioprotecdo, emprego de microrganismos antagbnicos e interagao

desses com métodos fisicos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

 Verificar a ocorréncia e promover a identificagdo dos principais
géneros de fungos emboloradores e manchadores associados a madeira de Pinus
spp. proveniente dos Estados do Parana, Santa Catarina e Sao Paulo;

» Determinar potenciais agentes biocontroladores (bactérias e
actinomicetos) e, averiguar o potencial do uso de seus extratos e metabdlitos no
controle de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp., in vitro

e in natura.
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3 JUSTIFICATIVA

Durante o periodo de estocagem e secagem, toras e pegas de
madeira serrada de Pinus spp. comumente sofrem a agdo de microrganismos
biodeterioradores, principalmente por essas se encontrarem sob condigdes
climaticas favoraveis ao desenvolvimento destes, por tempo prolongado.

Geralmente os microrganismos pioneiros na colonizagdo destas
madeiras sao os fungos emboloradores e manchadores, que além de se desenvolver
na superficie da madeira, podem penetrar em camadas mais profundas (alburno),
promovendo o manchamento interno e a deterioracdo da madeira de pinus. Esses
microrganismos pigmentadores acarretam em perdas econdmicas significantes para
o setor madeireiro e para a economia nacional, uma vez que as manchas diminuem
a qualidade visual e, consequentemente, o valor comercial da madeira. Assim
sendo, fica clara a importancia do estabelecimento de metodologias para a
prevencgao do estabelecimento desses fungos na madeira de Pinus spp.

As formas mais adotadas, para a prevengdo e controle destes
agentes, sdo os meétodos de redugcdo da umidade natural da madeira e os
tratamentos quimicos, como aplicagdo de preservativos e fungicidas. Porém, esses
apresentam custo elevado, sdo inviaveis para o tratamento de pegas grandes e de
grandes quantidades, além de serem altamente téxicos e biocidas.

Atualmente tem sido sugerido, como alternativa a estes métodos, o
tratamento da madeira com microrganismos biocontroladores (fungos e bactérias).
Embora inumeras pesquisas em torno deste assunto tenham sido realizadas nos
ultimos anos, poucos produtos comerciais, formulados com esses agentes, estao
disponiveis.

O controle biolégico dos pigmentadores da madeira de Pinus spp.,
quando aplicado nas fases anteriores e iniciais do desenvolvimento de
emboloradores e manchadores, pode levar ao estacionamento do desenvolvimento
do agente causal e, consequentemente, da lesdo; além de apresentar eficiéncia

idéntica a outros métodos de tratamento, como os fungicidas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A CULTURA DE Pinus spp. NO BRASIL

O género Pinus L. pertence ao grupo das Gimnospermas, divisao
Pinophyta e familia Pinaceae, contando com aproximadamente 150 espécies, sendo
a maioria originaria do Hemisfério Norte (RICHARDSON, 1998; FARJON, 1984). Sua
introdugcdo, no Brasil, ocorreu principalmente em virtude da necessidade da
producdo de madeira para o abastecimento industrial, bem como de alternativa na
falta da madeira do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia), considerada uma
das melhores madeiras do mundo e que foi intensiva e abusivamente explorada
(KRONKA et al., 2005).

A adaptacado do pinus ao clima e aos solos ligeiramente acidos, que
compdem grande parte dos solos brasileiros, juntamente com a adog¢ao de praticas
silviculturais adequadas, permitiu a implantacdo deste género em extensas areas,
tornando-o importante fonte de matéria prima para a industria madeireira (KRONKA
et al., 2005).

4.1.1 Introdugao da Pinocultura

A introdugdo do pinus, no Brasil, ocorreu primeiramente para fins
ornamentais e de reflorestamento e, posteriormente, para fins silviculturais
(PEREIRA, 1987). Os primeiros resultados de sua introdug&o foram apresentados no
livro “Notas sobre as plantas exéticas introduzidas no Estado de Sdo Paulo”, em
1906, pelo diretor do Instituto Florestal de Sao Paulo, Dr. A. Lofgren; neste primérdio
da pinocultura, foram introduzidas dezesseis espécies de pinus (KRONKA et al.,
2005).

Os primeiros estudos, em condi¢des brasileiras, foram realizados a
partir de 1936, pelo Instituto Florestal de Sao Paulo, com a introdu¢cao de sementes
de P. elliottii var. elliotti e P. taeda (KRONKA et al., 2005). A partir de 1948, iniciou-
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se um plano de incentivo ao reflorestamento, com distribuicdo de mudas de Pinus
radiata; porém, esta demonstrou ser incapaz de se desenvolver sob as condi¢cdes
ambientais brasileiras (PIMENTEL, 2000).

Somente a partir de 1955, extensas é&reas das Estacbes
Experimentais do Instituto Florestal foram implantadas espécies de Pinus spp. mais
adaptadas aos climas equatorial, tropical e temperado, como P. caribaea var.
caribaea, P. caribaea var. hondurensis, P. caribaea var. bahamensis, P. kesiya, P.
patula, P. oocarpa, P. tecunumanii, P. strobus e P. maximinoi (Tabela 1) (MARTO et
al.,, 2006; KRONKA et al., 2005). E, a partir da década de 1960, surgiram os
primeiros pomares de sementes clonais de pinus no Brasil, com o objetivo de
atender a crescente demanda por sementes melhoradas quantitativa e
qualitativamente (ABRAF, 2006); este fator, aliado ao plantio da espécie mais
adequada para cada regido ecoldgica, possibilitou a expansao da pinocultura para
todo o territério brasileiro (SHIMIZU, 2005).

Tabela 1 — Espécies de Pinus spp. adaptadas aos climas equatorial, tropical e temperado

Clima
Equatorial Tropical Temperado
P. chiapensis
F. echinata
P. elliothi
P. greggi
F. hartwegii
P leiophyiia
B kesiva P. merkusii
F. canibaea var. hahamensis P;’;ﬁ;;ﬁgﬁ’ 2 ;' %QE;T:L ae
P. caribaea var. caribasa ‘A o atula F' plu::ﬁe.alu
T iy — . pat . oin
el e A Bl L P. pseudostrobus P. pinester
F. fecunumanii P. ponderosa
F. waliichiana F._radiata
. roxburghit
F. strobus
F. sylverstris
F. faeda
F. virginiana

P, wallichiana

As implantagbées de florestas de pinus tiveram inicio em 1958, em
Agudos-SP, com a introducdo das espécies P. elliottii var. elliottii, P. taeda, P.
caribaea var. caribaea, P. caribaea var. bahamensis, P. kesiya, P. patula, P.

occidentalis, P. maximinoi, P. strobus var. chiapensis, P. tenuifolia, P. montesumae,
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P. michoacana, P. greguii e P. pinaster, pelo Grupo Freudenberg (KRONKA et al.,
2005).

A partir de entdo, ocorreu uma extraordinaria ampliacédo das areas
plantadas com Pinus spp., cujo principais agentes motivadores foram a criacédo do
Novo Cdédigo Florestal Brasileiro, em 1965, do Instituto Brasileiro de
Desenvolvimento Florestal (IBDF), pelo Decreto-Lei n° 289 em 1966, e do Programa
de Incentivos Fiscais para o Reflorestamento, instituido pela Lei 5.106, também em
1966 (ALVES, 2006).

Durante o periodo de vigéncia dos incentivos, que se mantiveram
até 1988, muitos empreendimentos se estabeleceram na regido central de Séao
Paulo, principalmente nos cerrados e campos, onde foram criados os Distritos
Florestais. Em virtude disto, Sdo Paulo tornou-se o podlo florestal mais importante de
Pinus spp., na época, e contribuiu para o desenvolvimento de nucleos florestais no
Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (KRONKA et al., 2005).

Na década de 1970, o plantio de pinus passou a ser direcionado
somente para as espécies Pinus elliottii e Pinus taeda, provenientes dos Estados
Unidos, que se adaptaram melhor as condigbes edafoclimaticas e atmosféricas do
pais (principalmente as regides Sul e Sudeste) e, cujo plantio seria mais produtivo e
rentavel (ABRAF, 2006; SHIMIZU, 2005).

Embora o programa de incentivos fiscais para o plantio de pinus
visasse suprir a oferta por matéria prima de arvores nativas e reduzir a dependéncia
nacional de importacao de celulose e resina (PEREIRA, 1987), este, nas décadas de
1980 e 90, acarretou na substituicdo da floresta de Araucaria, que se tornou escassa
na regiao sul do pais (ABRAF, 2006).

4.1.2 Atual Situagao da Pinocultura Brasileira

Por ser uma madeira leve, de crescimento rapido e que pode ser
cultivada em grande densidade populacional, o pinus apresenta destaque comercial
na produgdo de madeira, juntamente com o eucalipto (RICHARDSON, 1998;
FARJON, 1984). Em virtude disto, a adogdo de medidas visando a sua preservagao

€ altamente necessaria, garantindo assim uma maior durabilidade e economia na
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utilizagao desse recurso (FURTADO, 2000).

O setor florestal brasileiro desenvolveu-se principalmente a partir da
década de 1960, com a Lei n° 5.106 de 2 de setembro de 1966, que viabilizou
incentivos para o plantio florestal (ABRAF, 2006). Recentemente, desde o ano safra
2002/2003, o Governo Federal ofereceu dois programas de crédito rural,
denominados PROPFLORA e PRONAF-Florestal, para estimular o reflorestamento;
dados consolidados do resultado destes programas ainda ndo foram divulgados
(BACHA; BARROS, 2004).

O Programa de Plantio Comercial e Recuperagao de Florestas
(PROPFLORA) tém como objetivos a implantacdo de florestas destinadas ao uso
industrial, a recomposicdo e manutencido de areas de preservacado e da reserva
florestal legal, além da implantacdo de projetos silvipastoris e agroflorestais,
reduzindo assim o déficit existente no plantio de arvores utilizadas como matéria-
prima pelas industrias, diversificando as atividades produtivas no meio rural, gerando
emprego e renda de forma descentralizada e, impulsionando o desenvolvimento
tecnologico e comercial do setor (BNDES, 2007).

Embora o PRONAF-Florestal possua basicamente os mesmos
objetivos do PROPFLORA, como estimular o plantio de espécies florestais,
implementagdo de projetos de manejo sustentavel, reflorestamento e sistemas
agroflorestais, preservando assim as florestas nacionais e recuperando areas
degradadas, até o ano agricola de 2002/2003 este programa estava restrito a areas
prioritarias para a conservagao da Mata Atlantica. Somente a partir do ano agricola
2003/2004 os créditos passaram a ser liberados para todos os municipios do pais
(PRONAF, 2007).

Segundo dados de 2005, o Brasil ocupa o sétimo lugar entre os
paises com maiores plantios florestais, possuindo 2,7% da é&rea plantada
mundialmente (FAO, 2006), sendo destes 4,9 milhdes para produgéo de Pinus spp.
e Eucaliptus spp. (ALVES et al., 2006). Dos US$ 17,5 bilhdes gerados pelo setor de
florestas plantadas, aproximadamente US$ 6,8 sdo provenientes da pinocultura
(39%) (OLIVEIRA, 2005).

No pais, o plantio de Pinus spp. concentra-se nos Estados do
Parana (37%), Santa Catarina (29%), Rio Grande do Sul (10%), Sdo Paulo (10%) e
Minas Gerais (10%), ocupando uma area estimada em 1.834.569 hectares; deste
total, 35% estao localizados na regiao Sul (ABRAF, 2006).
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Aproximadamente 34% (51,4 milhdes m?3®) do total consumido de
madeira, em toras, oriundas de florestas plantadas, para fins industriais, sao
compostos por madeira de Pinus spp. Quanto ao destino final desta madeira, 30%
sdo consumidos pela industria de celulose e papel, sendo este o principal segmento
consumidor da madeira; em segundo lugar encontra-se a siderurgia (21%), seguida
pela industria de madeira serrada (19%) e pelas industrias de compensado e de
painéis reconstituidos (cerca de 10 %) (ABRAF, 2006).

Estimativas demonstram ainda que em 2005 a cadeia produtiva do
setor de florestas plantadas (primario e transformacao industrial), que reune cerca de
30 mil empresas, foi responsavel por cerca de 4,5 milhdes de empregos, sendo
deste 1 (um) milhdo diretos e 3,5 milhdes indiretos; esse total representa 11,5% da
populagdo economicamente ativa (PEA) do Brasil (LIMA, 2006; ABRAF, 2006).

Em 2005, o setor florestal exportou US$ 7,4 bilhdes, correspondente
a 6,3% do total exportado pelo pais; segundo a analise da Balanga Comercial do
Agronegocio, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), as exportagdes do grupo de produtos florestais, como celulose, papel,
madeira e afins, corresponderam ao terceiro complexo em total exportado, tendo
sido superado apenas pelos complexos soja e carnes. O setor de florestas
plantadas, representado principalmente por pinus e eucaliptos, foi responsavel por
exportar um total de US$ 4,7 bilhdes, perfazendo 63,5% do total exportado pelo
setor florestal (ABRAF, 2006).

De modo geral, o setor florestal brasileiro contribui com,
aproximadamente, 4,5% na formagao do PIB Nacional e com 6,1% nas exportacoes;
gera 1,6 milhdes de empregos diretos e 5,6 milhdes de empregos indiretos e, possui
receita anual de US$ 36 bilndes (ABRAF, 2006). Contribui, ainda, na conservagao
de uma enorme diversidade bioldgica (2,6 milhdes de hectares de florestas nativas)
(CARVALHO et al., 2006).

4.1.3 Comercializagao da Madeira de Pinus e Abertura Comercial

Embora existam cerca de dois milhdes de hectares reflorestados

com Pinus spp., grande parte encontra-se em alta densidade populacional e sob
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regime de manejo inadequado, além de serem formados por um numero restrito de
espécies; estes fatores favorecem o aparecimento de surtos de doencgas e pragas
(IEDE et al., 2000).

Com a abertura comercial, 0 aumento no volume das importacdes e
exportagdes mundiais e, o aumento do turismo internacional, ocorridos na década de
1990, a possibilidade da introdugao de pragas exoéticas no Brasil aumentou de forma
alarmante (IEDE et al., 2000). O mesmo ocorreu em muitos paises da América do
Norte, América Latina, Europa e Asia e, por esta razdo, foi necessaria a revisdo das
Normas Internacionais de Medidas Fitossanitarias (NIMF) e a intensificagdo da
fiscalizagdo sobre os produtos importados (GRIFFIN, 2000).

Entre os artigos utilizados no comércio internacional de diversas
mercadorias encontram-se o0s suportes e embalagens de madeira, tais como
estrados, tonéis, "pallets", cintas, caixas, tabuas, estojos e carretéis. Como estes
podem estar associados a pragas, a NIMF n°. 15 da FAO preconiza o tratamento
destes materiais no local de origem (LOPES; OLIVEIRA, 2002; FAO, 2005).

Do mesmo modo, o Ministério da Agricultura, através da Secretaria
de Defesa Agropecuaria e com base na Convengao Internacional de Protecdo a
Vegetais, instituiu procedimentos para a certificagcdo fitossanitaria de origem e
transporte de produtos vegetais que possam causar a dispersdao de pragas
quarentenarias e ndo quarentenarias regulamentadas (RITTER, 2000).

Para o transporte de toras e de madeira serrada de pinus no Estado
do Parana, devem ser observados alguns procedimentos e normas instituidas pela
Secretaria da Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB), como a detengao
do Certificado Fitossanitario de Origem (CFO) e do Certificado Fitossanitario de
Origem Consolidado (CFOC), que tém por objetivo evitar a dispersédo de pragas para
areas indenes, visando assim a manutencao do patriménio fitossanitario nacional e a
preservagdo da competitividade da agricultura, além de garantir sua credibilidade
junto ao comeércio nacional e internacional (RITTER, 2000).

Para a obtencdo da CFOC ¢é necessario que as unidades
centralizadoras (serrarias) que pretendam comercializar produtos certificados,
promovam seu cadastro junto a SEAB e, que os lotes de madeira serrada tenham a
procedéncia da matéria prima, no caso, plantios ou florestas de pinus ja certificados
com CFO (RITTER, 2000).
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Assim, grande importancia deve ser dada as discussdes sobre as
doengcas em Pinus spp. ainda nao registradas no Brasil, pois essa atividade
preconiza impedir a entrada de patdogenos quarentenarios, que possam
comprometer a silvicultura nacional. Para isso, deve ser ressaltada a importancia do
importador de pinus em determinar a origem e obter a certificagdo da madeira a ser
importada, e do exportador, que necessita de maiores informag¢des de como tratar a
madeira a ser enviada ao exterior, sem que cause impacto ambiental e comercial
(AUER, 2000).

4.2 DEGRADAGAO DA MADEIRA DE Pinus spp.

Parte da producéao total de madeira de pinus € perdida pelo processo
de biodegradagao (LIESE, 1975), sendo esse favorecido por condicbes de manejo
que proporcionam condicbes Otimas de temperatura e umidade para o
desenvolvimento de agentes biodegradadores (APETORGBOR et al., 2004).

A madeira, por ser anatdmica e quimicamente complexa, pode
sustentar uma vasta diversidade de microrganismos, como fungos e bactérias (DIX e
WEBSTER, 1995). Por essa razdo, diversas industrias de processamento de
madeira estdo atentas a agdo dos agentes biodeterioradores, que acarretam em
perdas econdmicas sérias a industria madeireira (APETORGBOR et al., 2004).

Recentemente, devido a alta demanda internacional por madeira
tropical, a colheita da madeira vem sendo realizada durante todo o ano, inclusive
nos meses uUmidos, ao invés de ocorrer somente nos meses secos. A elevada
incidéncia de biodeterioradores também €& exacerbada pelos métodos de extracéo
utilizados por empreiteiros, onde, durante a extracdo, as madeiras cortadas sao
levadas para um patio de armazenamento, onde podem permanecer por mais de um
més, deixando assim as toras expostas as condigdes climaticas adversas e a agao
dos agentes bioldgicos (APETORGBOR et al., 2004).

Sabe-se que a retirada das toras dos campos de armazenamento
deve ser o mais rapido possivel sendo que, na maioria dos casos, estas ndo devem
ultrapassar 48 horas armazenadas, antes de serem despachadas as serrarias, ao

porto, ou a outro destino final. Entretanto, na maioria dos casos, a retirada das toras
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do interior da floresta nem sempre € tdo rapida como deveria ser, predispondo a
madeira ao ataque de diversos agentes bioldgicos (IDE et al., 2000).

Logo apos a derrubada, a madeira ja esta suscetivel a colonizagéo
por fungos. A infecgdo frequentemente ocorre poucos dias apds o corte e, pode
continuar a progredir na madeira, mesmo que esta seja processada em produtos
tratados com preservativos, tais como postes, lastros de estrada de ferro e madeiras
de construgdo. A protecao de madeiras contra fungos n&do deve ser negligenciada,
uma vez que a qualidade e a durabilidade dos produtos finais dependem de bons
cuidados com as madeiras, principalmente durante as retiradas fora de época
(BENKO; HIGHLEY, 1990a).

Os patégenos que atacam a madeira de pinus podem ser divididos
entre aquele que apds a infecgcado levam a morte da arvore e, os que afetam o valor
comercial da madeira, podendo torna-la inutilizavel. Dentre os microrganismos
depreciadores da qualidade da madeira, encontram-se os fungos vulgarmente
conhecidos como “emboloradores”, que provocam a descoloragcao superficial da
madeira, e 0s “manchadores”, que penetram profundamente na mesma, produzindo
manchas de cores variadas, sendo mais frequente as azuladas (JANKOWSKY,
1990a).

Embora os fungos causem pouco ou nenhum dano aos elementos
estruturais da madeira (BLANCHETTE et al.,, 1992), estes possuem efeito
deteriorador no valor estético, devido a colonizagdo pelo seu micélio pigmentado,
que leva a produgao e deposicdo de granulos de melanina ao redor das hifas
(BRISSON et al., 1996).

Estagios iniciais de decomposi¢cdo, causadas tanto por fungos
sapréfitas como por fungos da podriddo do cerne, sédo faciimente detectados devido
a presencga de linhas que demarcam a borda entre a madeira sadia e a madeira
decomposta, ou entre dois fungos antagonistas. Estas linhas correspondem ao
acumulo de hifas e outros materiais pigmentados, tanto do fungo quanto da madeira.

A identificacdo destes é de grande importancia, dependendo do uso
final do produto (FURTADO, 2004).

Estas variacbes na coloragdo da madeira de Pinus spp. reduzem o
valor estético e comercial da mesma, pois esta é classificada de acordo com a
quantidade de nés e variagbes na coloragdo (FURTADO, 2004). Segundo estas

caracteristicas, que podem levar ao aparecimento e a presenga de manchas, a
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madeira pode ser classificada em super, extra, primeira, segunda ou terceira
classes. E dita super quando ndo apresenta furos de insetos inativos, mancha azul
ou marrom, de origem fungica. Para ser classificada como de qualidade extra, a
madeira ndo deve apresentar area superior a 15% da area da peca com furos de
insetos inativos e, as manchas ndao devem ser superiores a 10% da area da peca.
Madeira de primeira classe € aquela que pode conter furos de inseto inativos, desde
que a area afetada nao seja superior a 30% da area da pega e, mancha, desde que
a area afetada ndo seja superior a 25% da area da peca. E, ainda, classificada como
de segunda classe a madeira que possui furos de insetos inativos e manchas, desde
que a area afetada por cada um desses problemas seja inferior ou igual a 50% da
superficie da peca. A terceira classe de qualidade n&do admite defeitos que
ultrapassem ao limites das classes imediatamente superiores, exceto aqueles que
inviabilizam a utilizagdo da pega da madeira, como, por exemplo, podriddo em

estado avangado de decomposicao e furos de insetos ativos (ABPM, 2002).

4.3 MICRORGANISMOS PIGMENTADORES DA MADEIRA DE Pinus spp.

Cerca de 130 espécies de fungos causadores de
descoloragao/pigmentagcdo do lenho, usualmente denominados fungos
emboloradores e manchadores, ja foram relatados no mundo, ocorrendo nas mais
diversas espécies vegetais (ABRAHAM et al.,, 1997; JANKOWSKY, 1990b). Sob
condicbes favoraveis de temperatura e umidade, a maioria dessas espécies €
suscetivel ao ataque de fungos xilé6fagos e, entre essas, encontram-se as espécies
de Pinus (SALES-CAMPOS et al., 2000).

A maioria destes fungos pertence aos Ascomycotas e aos fungos
imperfeitos anamorfos (ABRAHAM et al., 1997; DORADO et al., 2000). Dentre
esses, destacam-se os fungos mitosporicos, capazes de penetrar profundamente na
madeira, a exemplo dos géneros Ophiostoma, Ceratocystis, Lasiodiplodia, Graphium
e Diplodia (FURTADO, 2000).

A colonizagao da madeira recém serrada geralmente comega com a
presenca de organismos pioneiros, tais como os fungos manchadores e

emboloradores, como Trichoderma sp. Os Basidiomycetes sdo considerados
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colonizadores secundarios nas sucessdes microbiana na madeira, uma vez que
estes organismos geralmente removem os extratos da madeira ou outros compostos
toxicos (KAARIK, 1975). Entretanto, alguns Basidiomycetes colonizadores da
madeira, tais como o Phlebiopsis gigantea, colonizam preferencialmente o alburno
fresco, degradando a resina e outros extratos da madeira (BEHRENDT;
BLANCHETTE, 1997).

A infeccdo da planta hospedeira por fungos emboloradores e
manchadores, pode ocorrer tanto antes do abate quanto nas etapas posteriores:
durante o corte, transporte, desdobramento, armazenamento e utilizagdo final
(FURTADO, 2000). Geralmente estes fungos sao os primeiros a colonizar as arvores
recém-abatidas, devido a grande quantidade de substancias de reserva dos quais
eles se nutrem e, a elevada umidade (OLIVEIRA et al., 1986).

A distincdo entre emboloradores e manchadores ¢é feita,
primeiramente, com base na profundidade da descoloragdo, uma vez que
geralmente ambos estdo confinados a uma grande extens&o do alburno e produzem
coloragao variada. Os tipicos manchadores ou azuladores penetram profundamente
no alburno e ndo podem ser removidos pelo aplainamento; quando vista em uma
secao transversal da madeira, a mancha frequentemente aparece como cunhas
torneadas (pie-shaped wedges) e orientadas radialmente, no sentido das fibras da
madeira (HIGHLEY, 1999).

A descoloragdo provocada por manchadores pode ainda cobrir
completamente o alburno, ocorrer como manchas, pontuagdes, estrias, ou ainda
sinais de varias intensidades de cor. As manchas azuis, que variam do azul ao preto
azulado e do cinza ao marrom, sao o tipo mais comum, embora varias colora¢gdes de
amarelo, alaranjado, roxo e vermelho possam ocorrer. A cor exata da mancha
depende do desenvolvimento e da espécie do organismo infeccioso e, das
condicdes de umidade da madeira (HIGHLEY, 1999).

Os emboloradores, por outro lado, causam descoloragcbes de
aspecto difuso ou pulverulento na superficie da madeira, embora as hifas possam
penetrar profundamente a madeira. As manchas tendem a ocorrer em pontos, cuja
concentracido e tamanho variam conforme o tipo e padrdo do crescimento superficial
do agente causal. Entre as cores, sdo mais comuns as que variam do cinza claro ao
preto e, entre as mais brilhantes, os tons de verde e amarelado. Em coniferas, a

descoloragao, provocada pelo crescimento do fungo, pode ser retirada facilmente,
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através da escovacgao ou aplainamento (HIGHLEY, 1999).

Em segundo lugar, a distincdo esta baseada nas atividades
enzimaticas fungicas, as quais diferenciam os principais grupos fisiolégicos que
preenchem sucessivamente os diferentes nichos ecolégicos existentes na madeira,
nao discriminando os grupos taxondmicos. Portanto o discernimento, se determinado
fungo provoca bolor ou mancha na madeira, ndo € uma pratica facil, sendo em
muitas vezes necessaria a realizagdo de estudo histologico prévio (KAARIK, 1975).

A infeccdo por fungos pigmentadores da madeira ndo é fator
limitante para muitos usos em que a aparéncia ndo € um fator importante e, uma vez
que um pouco de pigmentacdo €& permitido na classificagdo padrdo. Entretanto,
estoques com manchas e bolores podem ser insatisfatérios para a confeccéo de
tapumes, guarnigdo e demais trabalhos em madeira para exteriores, devido a sua
maior absorbéncia de agua; além, a deterioragdo incipiente também pode estar
presente, embora imperceptivel, nas areas descoloradas. Ambos os fatores
aumentam a possibilidade de deterioracdo na madeira molhada pela chuva, a menos
gue a madeira seja tratada com os preservativos apropriados (HIGHLEY, 1999).

Como dito anteriormente, embora causem poucos danos aos
elementos estruturais da madeira, possuem efeito nocivo principalmente ao seu
valor estético (BRUCE et al., 2003), constituindo em um dos principais problemas
das industrias madeireiras de corte mundial e nacional, bem como para a produgao
de manufaturados (BEHRENDT et al., 1995a; BRUCE et al., 2003; LEE et al., 2002).

A adocido de medidas visando a sanidade da madeira € altamente
necessaria para garantia de maior durabilidade e economicidade na utilizagéo
desses recursos (BEHRENDT et al., 1995a; FURTADO, 2000).

4.3.1 Fungos Emboloradores

Como representantes deste grupo sao relatados os fungos
mitosporicos dos géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma. Esses sao
cosmopolitas, saproéfitas, possuem esporulacido abundante e conidios de tamanho
reduzido, sado facilmente disseminados pelo ar e, considerados contaminantes
aéreos de diversos ambientes (FURTADO, 2000).
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Estes microrganismos induzem manchas superficiais de aspecto
pulverulento e removivel, constituidas de massas de esporos e, que comprometem
principalmente o aspecto visual do lenho (FURTADO, 2000; OLIVEIRA et al., 1986).
Embora as hifas possam penetrar profundamente no alburno, essas nao afetam a
coloracdo da madeira, pois sdo hialinas (OLIVEIRA et al., 1986) e, na maioria dos
casos, o crescimento acentuado na superficie da madeira deixa-a com aspecto
algodoado (FURTADO, 2000).

A coloracdo dessas manchas varia de acordo com a espécie do
fungo causador sendo que, entre as coloragbes encontradas, as mais comuns sao
cinza, verde e amarelo (FURTADO, 2000).

Os emboloradores nutrem-se de substéncias de reserva soluveis do
lumen celular (agucares, aminoacidos e acidos orgéanicos), que extravasam das
células parenquimatosas danificadas pelo corte e, por esta razdo, ndo afetam a
parede celular das células vegetal que permaneceram intactas, ndo acarretando em
diminuicdo da resisténcia mecénica da madeira (FURTADO, 2000). Porém, estédo
relacionados a incidéncia de emboloradores a reducdo na resisténcia ao impacto
(SCHEFFER, 1973) e o aumento na permeabilidade, fatos estes que prejudicam a
absorcdo de preservativos e favorecem o apodrecimento, caso a madeira seja
umedecida (OLIVEIRA et al., 1986).

Para que estes fungos possam se desenvolver na superficie da
madeira, € necessario um ambiente quente, umido e abafado; por esta razdo, sao
encontrados mais facilmente em toras recém serradas ou estocadas em ambientes
com alta saturacdo de umidade (GALVAO; JANKOWSKY, 1985). Sob condigdes
desfavoraveis, estes podem permanecer na madeira em estado latente, voltando a
proliferarem caso a madeira seja umedecida novamente (CARLOS, 1981).

Para controle sao utilizados a secagem da madeira, armazenamento
em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade e, aplicacdo de preservativos
(FURTADO, 2000).
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4.3.2 Fungos Manchadores

O manchamento é causado por fungos de colonizagao pioneira, tais
como as espécies Ceratocystis, Leptographium e Sphaeropsis, que utilizam hidratos
de carbono simples, acidos graxos, triglicerideos e outros componentes do alburno
(BLANCHETTE et al.,, 1992; FARRELL et al., 1993; WANG et al., 1995). Os
principais manchadores sdo fungos mitosporicos da Classe-forma Coelomycetes e,
entre esses, encontram-se 0s géneros Lasiodiplodia, Ophiostoma, Graphium e
Diplodia.

Os fungos manchadores causam mancha na madeira devido a
presenca hifas pigmentadas, cujo interior possui melanina e compostos similares
(OLIVEIRA et al., 1986; ZINK; FENGEL, 1988; ZIMMERMAN et al., 1993), ou de
hifas hialinas, que secretam substancias coloridas (OLIVEIRA et al., 1986).

Conforme o fungo cresce nas células da madeira, as hifas geram
uma descoloragdo no alburno (OLIVEIRA et al., 1986; ZINK; FENGEL, 1988;
BLANCHETTE et al., 1992), que por variar quanto a coloragdo, sendo mais comuns

as que vao do azul ao cinza escuro e, que pode ser observada em
cortes transversais, distribuidas radialmente (OLIVEIRA et al., 1986).

A presengca de lignina, em alta quantidade, pode ser um fator
limitante para o estabelecimento dos fungos emboloradores e manchadores, uma
vez que estes geralmente ndo sdo capazes de degrada-la (LEPAGE, 1986 a e b).
Estes patégenos também dependem de aberturas naturais, presentes entre as
células, para penetrarem na madeira e, do rompimento mecanico das membranas
das pontuagdes; apesar de menos comum, alguns s&o capazes de atravessar a
parede celular do hospedeiro através de penetragdo mecanica, com a formacgao de
apressorios (FURTADO, 2000).

Os manchadores se desenvolvem nas células parénquimais do
alburno e nutrem-se de carboidratos presentes no lumen celular. Em coniferas, as
hifas colonizam exclusivamente células do parénquima radial e, raramente sao
observadas nos traqueideos (FURTADO, 2000).

Estes agentes s&o encontrados, com maior frequéncia, em toras
recém-serradas e em pegas de madeira estocadas (antes ou apds a secagem); sao

comuns em arvores senescentes ainda no campo (nao abatidas) e em madeiras
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atacadas pela vespa da madeira (Sirex noctilio) e, de baixa prevaléncia em arvores
vivas e saudaveis (TALBOT, 1977).

Quanto as alteragdes, que promovem no alburno manchado de
Pinus spp., encontram-se uma redugéo na resisténcia de 1 a 2%, de 2 a 10% na
dureza, de 1 a 5% na resisténcia a flexdo e, de 15 a 30% na resisténcia ao impacto
(SCHEFFER, 1973; OLIVEIRA et al., 1986); além disso, esta madeira apresenta-se
muito mais permeavel que a sadia, fato este que restringe o seu uso (FURTADO,
2000).

Embora nao sejam tidos como importantes comprometedores das
propriedades de forca e resisténcia da madeira, em estagios adiantados de
colonizacédo, a descoloragdo diminui o valor comercial das toras usadas para a
producdo de madeira serrada e de papel (ZABEL; MORRELL, 1992; SEIFERT,
1993). Portanto, é fundamental um estudo da avaliagdo dos danos provocados pelos
fungos xiléfagos, bem como das perdas econdmicas decorrentes do ataque desses

em toras estocadas nas industrias madeireiras (HANADA et al., 2003).

4.3.3 Fungos Azuladores

Entre os fungos manchadores existe um grupo denominado
“azuladores” ou “blue stain fungi”, devido a pigmentagcao que acarretam na madeira
de diversas espécies vegetais, que pode variar do azul ao preto, dentre os quais se
encontram as espécies dos géneros Ophiostoma e Ceratocystis (BEHRENDT et al.,
1995a).

Estes sdo colonizadores pioneiros de madeira recém-serrada e
causam grandes perdas econdmicas por reduzirem sua qualidade estética, produtos
manufaturados e papéis de alta qualidade (CHIDESTER et al., 1938; ROFF et al.,
1980; BLANCHETTE et al., 1992; SEIFERT, 1993), além de serem degradadores
dos componentes da resina (FARRELL et al., 1993; WANG et al., 1995).

Outro problema associado a estes € que, além de colonizar
diretamente as extremidades do lenho cortado, sao capazes de invadir as laterais do
lenho apdés o ataque de besouros da casca, como os dos géneros Ips e

Dendroctonus, que carregam os fungos manchadores diretamente para o alburno
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(DOWDING, 1984; HARRINGTON, 1988 e 1993b).

Para manter as toras totalmente livre de azuladores é necessario
controlar o ataque dos besouros e a consequente colonizagdo fungica (BEHRENDT
et al., 1995a). Este controle pode ser realizado através da pulverizagdo do lenho
com agua, para inibir a colonizagao por fungos em decorréncia da queda na taxa de
oxigénio (TAROCINSKI; ZIELINSKI, 1982; LIESE; PECK, 1984), e do tratamento
com fungicidas, como o pentaclorofenol ou outro fungicida inibidor do crescimento
fungico (CIRELLI, 1978; TAROCINSKI; ZIELINSKI, 1982; UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1984).

Embora o controle, em toras, dos azuladores seja eficaz quando se
utiiza de fungicidas (TAROCINSKI; ZIELINSKI, 1982; UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1984), preocupagdes atuais sobre a
toxidez destes sobre o ambiente tornam necessario o desenvolvimento de novas
metodologias, tais como o controle biolégico e medidas de bioprotecdo (BEHRENDT
et al., 1995b).

4.3.4 Mecanismo de Acao e Alteragdoes Decorrentes da Infec¢cao por Fungos

Emboloradores/Manchadores

A colonizagdo da madeira por agentes emboloradores e
manchadores resulta na descoloragdo ou manchamento da madeira, devido a
producdo e deposicdo de metabdlitos secundarios, como granulos de melanina
(BRUCE et al., 2003; DOGRA; BREUIL, 2004). No alburno de coniferas estes fungos
causam descoloragao, pela colonizacdo de células parenquimaticas e, durante os
estadios tardios de ataque, pela penetracdo nos traqueideos (LIESE; SCHMID,
1961; BALLARD et al., 1984).

O manchamento tende a ocorrer em pontos de concentracédo e em
tamanhos variados, dependendo do tipo e do padrdao de crescimento superficial e,
sob condigbes favoraveis de umidade e temperatura, os fungos emboloradores e
manchadores podem se estabelecer e desenvolver rapidamente no alburno de toras
recém serradas (HIGHLEY, 1999). Madeira recém-serrada e estoques de madeira

verde, empilhados durante clima quente e Umido, podem ser visivelmente
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descolorados dentro de cinco ou seis dias (HIGHLEY, 1999). Essa pigmentacao é
responsavel pela depreciagdo do valor comercial da madeira na forma in natura,
bem como os modveis e "pallets" dela originados (BEHRENDT et al., 1995b;
JANKOWSKY, 1990a).

No caso especifico do Pinus spp., quando o alburno encontra-se
descolorido, devido a presenga de fungos manchadores e emboloradores, 0 mesmo
pode apresentar redugdo na densidade, dureza (FURTADO, 2000). Porém, o maior
efeito decorrente dessa infecgdo, esta relacionado as propriedades de resisténcia,
que determinam a resisténcia ao choque ou a tensao (HIGHLEY, 1999).

Eles microrganismos também aumentam a absorbancia da madeira,
acarretando em uma maior absor¢ao de cola, tinta ou de preservativos de madeira,
durante o processamento subsequente. A porosidade aumentada ainda torna a
madeira mais suscetivel, o que pode conduzir a colonizagao por fungos tipicos da
deterioragdo da madeira (HIGHLEY, 1999).

4.3.5 Manchamento da Madeira de Pinus spp. Recém Serrada

Como dito anteriormente, 0 manchamento da madeira é decorrente
da pigmentagdo de hifas e da producdo e liberagdo de melanina e compostos
similares, pelos fungos manchadores. As manchas podem ocorrer superficialmente
ou serem mais internas e, sua presenga compromete o aspecto visual e comercial
da madeira.

As manchas produzidas podem variar em cor e tonalidades, sendo
mais comuns as colora¢des azul, cinza, marrom e preto, embora tonalidades de
amarelo, alaranjado, roxo e vermelho possam ocorrer (HIGHLEY, 1999), e as
tonalidades de azul-escuro, azul-acinzentado, amarronzado e purpuro (HICKIN,
1971).
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4.3.5.1 Manchamento superficial

O manchamento superficial € consequéncia da colonizagdo da
madeira por fungos emboloradores, cujas hifas se desenvolvem sobre a superficie
do material organico em condigdes de alta umidade e pouca ventilagdo; como
resultado o material apresenta aspecto lanoso ou empoeirado (HICKIN, 1971).

Entre os géneros causadores de manchamento superficial
encontram-se Penicillium, Trichoderma e Gliocladium, responsaveis pelas
coloragdes verdes e, Aspergillus e Rhizopus, agentes da descoloragdo negra
(SCHEFFER; LINDGREN, 1940).

Estes, como ja dito anteriormente, apesar de penetrarem
profundamente no alburno ndo afetam sua coloragao, pois possuem hifas hialinas.
Entretanto, comprometem visualmente o aspecto externo da madeira devido a
formagdo de massas de esporos pigmentados na superficie colonizada (LEPAGE,
1986 a e b; ZABEL; MORRELL, 1992).

Entre os defeitos detrimentais causados pela presenga desse tipo de
manchamento encontram-se a maior permeabilidade da madeira (VERRALL, 1957;
WEHR, 1985), como consequéncia da destruicdo das membranas e das pontuagdes
(LINDGREN, 1952). A presenca de emboloradores ainda aumenta a permeabilidade
e a absorgao de solugdes preservativas oleosas pela madeira de pinus (NICHOLAS,
1973).

A maioria das espécies de bolores apresenta tolerancia a diversos
ingredientes ativos e a elevadas concentragbes das solugdes preservativas de
madeira, usadas pela industria florestal, sendo que algumas destas espécies sao,

inclusive, capazes de detoxificar alguns destes preservativos (SCHEFFER,1973).

4.3.5.2 Manchamento interno

O manchamento interno, como descrito anteriormente, € causado
por fungos manchadores, cujas hifas penetram profundamente na madeira,

passando de célula a célula através de pontuacoes.
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Sob condi¢cbes ideais, os manchadores podem promover a
descoloragao de até 0,5 mm no plano tangencial, 1,0 mm no radial e, 5,0 mm no
longitudinal, no decorrer de 24 horas, atingindo as camadas profundas do alburno
(LINDGREN, 1942).

Manchas internas podem ser visualizadas em secdes transversais
de toras, devido a movimentacao das hifas através das células dos raios. Apds cinco
a seis dias de se estabelecerem na madeira, as hifas desenvolvem pigmentacéo
(ZABEL; MORRELL, 1992).

Quando a secagem da superficie da madeira ocorre de forma muito
rapida, embora as manchas nao sejam visiveis na superficie, podem estar presentes
nas camadas mais profundas do alburno; este tipo de secagem promove a morte do
fungo na superficie da madeira, antes que as hifas possam adquirir pigmentagéo
(CAVALCANTE, 1982).

Embora as propriedades de resisténcia da madeira sofram pouca ou
nenhuma alteracdo, sua permeabilidade pode aumentar significativamente (DA
COSTA, 1999). Madeira atacada por mancha azul apresenta-se mais porosa e
permedvel do que a sadia devido a presenca de aberturas feitas pela penetragao
das hifas fungicas na sua microestrutura, facilitando assim a absorcdo de

preservativo no interior da madeira seca, durante o tratamento (NICHOLAS, 1973).

4.4 MENSURAGAO DA INFECGAO E PIGMENTAGAO DO LENHO

Métodos de mensuracdo do fluxo de seiva pelo caule podem ser
utilizados no estudo do efeito da infecgao natural ou artificial de coniferas por fungos
azuladores (HORNTVEDT et al., 1983; WANG, 1983; YAMAOKA et al., 1990).

Outras ferramentas também podem ser utilizadas para o estudo das
interagbes patdégeno-planta hospedeira, com a finalidade de comparar a
patogenicidade de varios fungos azuladores com seus hospedeiros, além das
medidas do fluxo da seiva, como método nado-destrutivo do monitoramento dos
efeitos da infec¢ao fungica na funcionalidade do alburno, descrito por Yamaoka et al.
(1990). Entre estes se encontram o teste de conducédo de corante (BRAMBLE;
HOLST, 1940; BASHAM, 1970; CHRISTIANSEN, 1992); aplicacdo de marcadores
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radioativos, como o &Br (HORNTVEDT et al., 1983; WANG, 1983) e, o método de
termo-dissipacado (GRANIER, 1985).

Uma das escalas que da notas, de 0 a 8, conforme o percentual de
cambio colonizado por fungos, € a Escala de Horsfall-Barrett (Tabela 2)
(CAMPBELL; MADDEN, 1990). Outra escala que pode ser utilizada em testes de
laboratério, quando se deseja verificar o potencial de manchamento de fungos em
madeira, ou no estudo de antagonismo, é a Escala de Manchamento (Tabela 3),
sugerida por Benko e Highley (BENKO; HIGHLEY, 1990c).

Tabela 2 — Escala de Horsfall-Barrett, para percentual de cambio colonizado
por fungos emboloradores e manchadores

Notas Porcentual do Cambio Colonizado
0%
0-3%
3-6%
6-12%
12-25%
25-50%
50-75%
75-88%
86-94%

=

o o= @ M ok W R =

Tabela 3 — Escala de Manchamento proposta por Benko e Highley (1990c)

Notas Sinais e Manchas

Sem mancha
Sem sinais visiveis de manchamento ou fungos na superficie

Madeira ligeiramente manchada
1 Pontos mindsculos e individuais, com didmetro
maxima de 2 milimetros

Madeira moderadamente manchada

Ao menos um tergo da superficie manchada ou com manchas em linhas
2 em até um meio da superficie;
mancha e/ou fungos cobrindo ao menos um tergo e até metade da
superficie

Madeira pesadamente manchada
3 Mais de um meio da superficie manchada;
mancha e/ou mofos cobrem mais da metade da superficie
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4.5 ASSOCIACAO ENTRE MANCHADORES DA MADEIRA E INSETOS-PRAGA

Plantas adultas de muitas espécies de coniferas sdo suscetiveis ao
ataque de espécies agressivas de besouros (Coleoptera, Scolytidae), como as dos
géneros Dendroctonus, Ips e Tomicus (BERRYMAN, 1988). Estas, em sua maioria,
sdo vetores de uma ou varias espécies de fungos manchadores dos géneros
Ceratocystis, Ceratocystiopsis e Ophiostoma (WHITNEY, 1982; WINGFIELD et al.,
1993), ou estdo relacionados aos géneros anamorfos, tais como Graphium e
Leptographium (HARRINGTON, 1993 a e b; WHITNEY, 1982).

A infec¢do por fungos manchadores da-se pela invasao das laterais
da arvore, apds o ataque de besouros agressivos a casca da arvore, que possuem a
capacidade de inocular uma ou mais espécies diretamente no xilema e floema
(BEHRENDT et al., 1995a; FERNANDEZ et al., 2004; KIRISITS; OFFENTHALER,
2002).

Grande parte destes besouros transporta esporos de fungos
azuladores fitopatogénicos (Ascomycetes, Ophiostomataceae) que, ao serem
introduzidos no xilema e floema no momento do ataque, provavelmente auxiliam no
estabelecimento das populagbes de pragas secundarias (BERRYMAN, 1972;
WHITNEY, 1982; CHRISTIANSEN et al., 1987; PAINE et al.,, 1997). Além disso,
estes fungos ainda contribuem para a exaustdo da resisténcia da arvore e podem
estar envolvidos no processo de morte da arvore (CHRISTIANSEN et al., 1987;
PAINE et al., 1997; LIEUTIER, 2002; FERNANDEZ et al., 2004). Esta associacéo,
entre insetos e fungos, ainda pode levar ao aparecimento de manchas vasculares e
acarretar na interrupcdo do suprimento de agua para a planta (KIRISITS;
OFFENTHALER, 2002; NAGY et al., 2000; YAMAOKA et al., 2000; SOLHEIM et al.,
2001).

A  fitopatogenicidade @ dos  fungos manchadores  varia
consideravelmente, mesmo entre os associados as espécies agressivas de besouros
do cortex (HARRINGTON, 1993a; PAINE et al.,, 1997). Alguns fungos azuladores
sdo relativamente patogénicos e, estudos de inoculagdo demonstraram que estes
podem matar arvores maduras, mesmo na auséncia de seus vetores
(CHRISTIANSEN, 1985 a e b; SOLHEIM; SAFRANYIK, 1997).

Porém, na maioria dos casos, parece haver uma relagcdo de
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mutualismo entre besouros do cortex e fungos patogénicos causadores de
manchamento, uma vez que um € capaz de reduzir as dificuldades encontradas pelo
outro na colonizagdo das hospedeiras (RAFFA; KLEPZIG, 1992).

Entre os beneficios desta relagdo, para os besouros, encontra-se o
aumento da agressividade de cada besouro, assegurada pela colonizagdo da
madeira por manchadores, que |lhes ajudam a esgotar as defesas da arvore
(MALLOCH; BLACKWELL, 1993). Ja a habilidade dos besouros em carregar
esporos de azuladores (DOWDING, 1984; HARRINGTON, 1988 e 1993b) resultam
na dispersao de esporos para toras com as quais os besouros entraram em contato
ou construiram tuneis (BEHRENDT et al., 1995a).

Ips typographus € um vetor bem conhecido de varias espécies de
fungos azuladores (SOLHEIM, 1986; KIRISITS, 1996), entre os quais se destacam
Ceratocystis polonica, que tem recebido considerada atengao por ser o fungo mais
agressivo associado ao besouro do abeto (HORNTVEDT et al., 1983; SOLHEIM,
1988; KIRISITS, 1998).

Os esporos de Ceratocystis polonica estao presentes por toda a
superficie do corpo do besouro do cértex /. typographus ou no intestino da maioria
dos individuos desta espécie, sendo introduzidos no floema quando os besouros
estabelecem galerias em arvores saudaveis. Em arvores atacadas com sucesso, o
complexo besouro-fungo esgota rapidamente as defesas da arvore, coloniza o
floema e o alburno e, impede o transporte da agua a coroa (HORNTVEDT et al.,
1983; SOLHEIM, 1992; KROKENE; SOLHEIM, 1998).

O besouro Dendroctonus frontalis Zimmermann (SPB) é o inseto-
praga mais prejudicial de Pinus spp. no sudoeste dos Estados Unidos, sendo que
trés fungos estdo intimamente associados a ele (KLEPZIG; WILKENS, 1997).
Besouros fémeos carregam dois fungos, Ceratocystiopsis ranaculosus Perry e
Bridges e Entomocorticium sp. Ambos os fungos sdo carregados dentro de uma
invaginagao especializada da estrutura secretéria, dentro do protérax da fémea SPB,
sendo inoculados com a oviposi¢cao no cértex e no floema de arvores hospedeiras
(BARRAS; PERRY, 1972; BRAMBLE; HOLST, 1940). Apos inoculagéo, eles se
ramificam através de galerias das larvas em desenvolvimento, produzindo grandes
quantidades de esporos (BARRAS; PERRY, 1972).

As larvas de SPB s&o conhecidas por obterem beneficios nutritivos
destes fungos (BARRAS, 1973; BARRAS; PERRY, 1972; COPPEDGE et al, 1995),
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uma vez que sua ingestdo esta associada com a maior fecundidade do besouro
(BARRAS, 1973; GOLDHAMMER et al., 1990), aumento do peso e no tamanho da
populagao e, no indice de lipidios (COPPEDGE et al, 1995) sendo, por estas razdes,
considerados mutualistas do SPB (KLEPZIG; WILKENS, 1997).

O terceiro fungo, Ophiostoma minus (Hedgc.) H. e P. Sydow, é
carregado no exoesqueleto do SPB, estando intimamente associado a um acaro
(BRIDGES; MOSER, 1983). Este fungo também pode ser inoculado através do
ataque de besouros em arvores hospedeiras, onde ele se frutifica e causa manchas
azuis caracteristicas no cértex, floema e xilema. Inicialmente, a associacdo O.
minus-SPB pode levar a morte da arvore ou reduzir a condugao de agua através do
floema (BASHAM, 1970). Entretanto, eventualmente, este fungo pode competir com
o SPB por tecido hospedeiro ndo-colonizado (KLEPZIG; WILKENS, 1997).

Os fungos patogénicos azuladores associados a besouros do cértex,
como o fungo Leptographium terebrantis e os besouros D. valens, D. terebrans e
Hylastes porculus (HARRINGTON, 1993a; KLEPZIG et al, 1995), sdo bem
adaptados a colonizacdo de ambientes com indice elevado de pressao e de
conteudo de agua e niveis baixos de oxigénio, encontrados em arvores parasitadas
de Picea abies (SOLHEIM, 1993).

Entretanto, o desenvolvimento do besouro pode ser afetado
negativamente pela presengca de fungos manchadores; em areas de tecido
hospedeiro fortemente infectadas por este fungo, caracterizadas por areas
manchadas de azul, ocorre a inibicdo da producdo de ovos e do crescimento e
desenvolvimento larval de SPB (BARRAS, 1970; FRANKLIN, 1970). Nestas
condi¢cdes, O. minus é considerado antagonista do SPB (KLEPZIG; WILKENS,
1997).

4.6 TRATAMENTO DA MADEIRA DE Pinus spp.

Os manchadores podem ser prevenidos e/ou controlados, em
madeira serrada, através de tratamentos que reduzem a umidade natural da madeira
e aumentam sua resisténcia contra manchadores e decompositores (JANKOWSKY,

1990a). Outras medidas que podem ser tomadas e, que tem por objetivo evitar a
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instalacdo destes microrganismos na madeira, sdao a eliminacdo do oxigénio e
alteragdes no pH da madeira (DA COSTA, 1999).

4.6.1 Prevencdao do Aparecimento de Manchas Através da Manipulagao da

Madeira e de Condi¢coes Ambientais

A maioria dos fungos confere carater acido ao substrato em que se
desenvolvem, tendo preferéncia por meios que possuem essa caracteristica.
Embora os pontos 6timos, maximo e minimo de pH, adequados para a instalacéo e
desenvolvimento de xil6fagos variem conforme a espécie (KATO; TAKEDA, 1970), o
pH da madeira pode ser alterado, através do uso de nitrato de acrino, até o ponto
em que fornecera protecdo da madeira contra um determinado grupo de fungos
emboloradores e manchadores; este método de tratamento possui custo
relativamente elevado (MORESCHI, 1998).

Para evitar o ataque destes patégenos, a principal recomendacéao é
que a colheita seja realizada no inverno, quando o inéculo e a atividade dos insetos
(vespa e besouro da madeira) sao baixos, de modo a retardar o manchamento da
madeira (IDE et al., 2000).

Outra alternativa para promover a protegcéo contra insetos e fungos é
a saturagao das pilhas de toras pela aspersao de agua (IDE et al., 2000). Para isso a
umidade do alburno de Pinus spp. deve ser mantida entre 100 a 120%, em relacéo
ao peso seco da madeira em estufa (SYME; SAUCIER, 1995). O armazenamento
em agua gera bons resultados, desde que na madeira saturada os niveis de
oxigénio sejam reduzidos, privando os fungos da quantidade minima de oxigénio

necessaria para seu desenvolvimento (IDE et al., 2000).

4.6.2 Metodologias Empregadas no Tratamento da Madeira

Dos fatores capazes de controlar o manchamento da madeira, os

principais relacionam-se a rapidez no seu processamento, desde o abate da arvore
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até a secagem do produto final, além do tratamento quimico da madeira (DA
COSTA, 1999).

Um dos motivos que favorecem o estabelecimento de agentes
manchadores é o método de extracao utilizado pelos empreiteiros, durante o periodo
que compreende a extracao e o desdobro de tora em serrarias, que pode variar
entre 7 a 45 dias. Durante este periodo, as toras permanecem em um patio de
armazenamento central, sem receberem qualquer tipo de cuidado preventivo,
deixando-as expostas as condigdes climaticas adversas e acdo dos agentes
bioldgicos (MILANO; VIANNA NETO, 1982; APETORGBOR et al., 2004).

Este fato contrapde as indicagbes de que a extragdo da madeira e o
desdobro das toras devem ocorrer no maximo apos um periodo de 48 horas apds o
abate, de modo a evitar o estabelecimento de emboloradores e manchadores (IDE et
al., 2000; MILANO; VIANNA NETO, 1982).

Outros tratamentos existentes atualmente, para a prevengao e
controle dos manchadores, s&o os tratamentos por ar quente forgado e por calor, em
estufas de secagem ou ao ar livre, ou tratamentos quimicos (BEHRENDT et al.,
1995b; FAO, 2005).

Como formas de tratamento quimico, encontram-se a fumigagcao
com brometo de metila e a aplicagdo de fungicidas (BEHRENDT et al., 1995b; FAO,
2005). A aplicagdo de preservativos, produtos quimicos téxicos oleosos ou
hidrossoluveis, € um método preventivo contra a penetragdo destes patdégenos na
madeira; entre estes se encontram o creosoto, pentaclorofenol, CCA (cromo, cobre e
arsénio), CCB (cromo, cobre e boro) e FCAP (fluor, cromo, arsénio e fendis)
(JANKOWSKY, 1990b).

Contudo, esses tratamentos apresentam desvantagens que devem
ser levadas em consideragao, uma vez que apresentam alto custo, tornando inviavel
o tratamento de pegas grandes, assim como grandes quantidades. Além disso, o
tratamento pode acarretar em defeitos no lenho, tais como o ressecamento,
reduzindo o valor da madeira e, ainda, encontrar barreiras minuciosas na legislagao
sobre os tratamentos quimicos, uma vez que os produtos utilizados sdo altamente
biocidas (ABRAHAM et al., 1997).

De modo geral, os métodos empregados pelas industrias
madeireiras sdo, na maioria das vezes, insuficientes devido a falta de informacéao

sobre os microrganismos que infectam a madeira € o uso dos preservativos
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necessarios (HANADA et al., 2003). Em consequéncia, as manchas tém sido
controladas, tradicionalmente, com produtos quimicos anti-manchas; entretanto, a
toxidez e os efeitos ambientais de muitos produtos quimicos usados alertaram para
a busca de métodos alternativos do controle (HELD et al., 2003).

No Chile, por exemplo, as companhias florestais tém se preocupado
ha muito tempo com os fungos manchadores, especialmente com as espécies do
género Ceratocystis. Neste pais, o principal produto utilizado para evitar o
manchamento da madeira era o pentaclorofenato de sodio, porém a partir de
dezembro de 1999 o Servigo Agricola e Pecuario (SAG) proibiu sua venda e uso,
criando um grave problema aos produtores, que tiveram que procurar novos
produtos, menos toxicos, eficientes e de baixo custo. Atualmente as empresas
florestais tém utilizado o MAD PLAS® (tribromofenol), utilizado em 90% da madeira
tratada, e o Mitrol Q8® (quinolato de cobre) (IDE et al., 2000).

Uma nova opgao para o tratamento da madeira contra os fungos
manchadores é a implantagdo do uso de fungos como agentes de controle. Porém,
estes podem desfigurar a madeira e a polpa, tornando-as pigmentadas por seus
esporos. Para prevenir este efeito negativo, tem-se recorrido ao uso de cepas nao-
pigmentadas de manchadores; estratégia esta considerada ideal, uma vez que
organismos sem pigmento de melanina sdo ecologicamente compativeis com os
fungos manchadores e podem ocupar o mesmo nicho (BLANCHETTE et al., 1992;
BEHRENDT et al., 1995 a e b; CROAN, 1996; FARRELL et al., 1998).

4.7 CONTROLE BIOLOGICO DOS FUNGOS EMBOLORADORES E MANCHADORES

A deterioragdo da madeira é um processo biolégico complexo que
pode envolver uma grande variedade de microrganismos, geralmente interagindo e
sendo influenciados pelas mudancas nas condicbes ambientais nas qual a madeira
se encontra (EATON; HALE, 1993; ZABEL; MORRELL, 1992). Isso proporciona um
desafio particular para os interessados em desenvolver uma estratégia de controle
bioldgico para a protecao de produtos a base de madeira (BRUCE et al., 2003).

O agente de controle biolégico, para ser considerado eficiente em

condi¢cbdes de campo, deve ser capaz de colonizar madeira nao-estéril, competir com
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outros organismos pelo substrato, tolerar as variagdes constantes das condi¢coes
ambientais e ser capaz de se estabelecer, uma vez inoculado, por um periodo
prolongado (SEIFERT et al., 1988; FREITAG et al., 1991; BEHRENDT et al., 1995a).
Para ser considerado eficaz em produtos manufaturados, é necessario que o mesmo
seja efetivo contra todos os potenciais deterioradores das estruturas da madeira,
seja compativel com o uso de outros produtos (como inseticidas) e que permaneca
efetivo durante todo o tempo de vida util da mercadoria (BRUCE et al., 2003).

Inimeros autores tém pesquisado sobre o uso do controle biolégico
para fungos manchadores, sendo que a maioria dos agentes potenciais de controle
inclui bactérias e o filtrado de suas culturas (BERNIER JUNIOR et al., 1986;
SEIFERT et al., 1988; BENKO, 1988 e 1989; BENKO; HIGHLEY, 1990b e c;
CROAN; HIGHLEY, 1991a, 1992, 1994; HIGHLEY et al., 1991; KREBER;
MORRELL, 1993; MORRELL; SEXTON, 1993; MORRELL; VELICHETI, 1995; JIN;
MORRELL, 1996).

Outros trabalhos, entretanto, tem se concentrado no uso de uma
variedade de fungos e filtrado de fungos para atuar como bioprotetores
(KLINGSTROM; JOHANSSON, 1973; STRANKS, 1976; SEIFERT et al., 1988;
BENKO; HENNINGSON, 1986; CROAN; HIGHLEY, 1991 b e c, 1993; KREBER;
MORRELL, 1993; CHKRAVARTY et al., 1994; CHKRAVARTY; HIRATSUKA, 1994;
HIRATSUKA et al., 1994; SCHOEMAN et al., 1994; JIN; MORRELL, 1996; YANG,
1998).

Embora revisdes de literatura que examinam uma ampla gama de
aplicagbes do controle biologico em produtos florestais, dando énfase aos
mecanismos pelos quais os agentes de controle biolégico protegem a madeira,
estejam disponiveis (BRUCE, 1998; SCHOEMAN et al., 1999) e diversos trabalhos
tenham sido realizados nessa area, poucos produtos comerciais para o controle
biolégico tém sido desenvolvidos para a prevencdo de manchadores (BRUCE et al.,
2003).

Isso se deve, em parte, a falta de conhecimento dos efeitos no
impacto ambiental dos agentes de controle biologico (MORRELL; DAWSON-
ANDOH, 1998). Este fato pode ser reflexo da falta de conhecimento do mecanismo
pelos quais os agentes de controle biolégico atuam como inibidores a determinados

fungos antagonistas ou competem com os fungos manchadores (BRUCE et al.,
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2003); ou ainda, da dificuldade para determinagdo do papel da pigmentagdo na
colonizagdo da madeira e do mecanismo de produgao e a trajetéria da melanina, no
fungo e na madeira (LOPPNAU et al., 2004).

Determinados grupos de bactérias, leveduras e fungos, usados no
pré-tratamento de blocos de madeira, sdo reconhecidos devido a capacidade de
reduzir significativamente a colonizacdo da madeira por emboloradores e
manchadores (PAYNE et al., 2000). Uma busca sistematica também pode ser capaz
de identificar as espécies de manchadores que possuem potencial para o controle
bioldégico (DORADO et al., 2000).

O uso de agentes de biocontrole na industria madeireira requer
experimentagdes e um periodo de adequacdo, uma vez que esta deve aceitar
periodos mais curtos de armazenamento de toras (de dois a trés meses, em vez de
processar em seis meses) e os tratamentos das toras, com os fungos do biocontrole,

deve ser mais rapidos (quase que imediatamente apds o corte) (HELD et al., 2003).

4.7.1 Controle Biolégico Utilizando Cepas Fungicas Albinas

Na década de 1990, varios estudos foram realizados acerca da
utilizagcado de fungos emboloradores e manchadores atuando de maneira antagbnica
a fungos degradadores, principalmente quando estes sdo colonizadores pioneiros
(HULME; SHIELDS, 1975).

O controle biolégico dos fungos azuladores tem sido investigado em
testes laboratoriais em blocos de madeira de Pinus banksiana usando varias cepas
fungicas, como Gliocladium roseum, Hypocrea gelatinosa, Nectria cinnabarina,
Trichoderma viride, T. polysporum e Tympanis sp. (SEIFERT et al., 1988).

Existem relatos sobre o potencial do Trichoderma viride como
antagonista a fungos degradadores de madeira (BROWN; BRUCE, 1998), da
capacidade do Trichoderma harzianum em reduzir a quantidade de fungos
apodrecedores em toras de Pinus sp. (SCHOEMAN et al., 1994) e, que madeiras
infectadas com T. harzianum mostraram resisténcia a fungos degradadores,
principalmente aos fungos da podriddo parda (MESSNER et al., 1996). Porém, os

niveis das enzimas quitinase e protease em Pinus ponderosa infectado com
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Trichoderma harzianum, indicaram que estas enzimas nao desempenham papel
importante na protegao contra os fungos manchadores (LUI; MORRELL, 1997).

Um dos problemas no uso de fungos como agentes de controle é
que estes podem desfigurar a madeira ou entdo a polpa pode ser pigmentada por
seus esporos (CROAN, 1996). Porém, atualmente, diversas pesquisas tém sido
realizadas sobre o uso de cepas nao-pigmentadas de organismos manchadores;
esta é tida como uma estratégia ideal, uma vez que organismos, sem pigmento de
melanina, que causam manchamento sdo ecologicamente compativeis com os
fungos manchadores, podendo entdo ocupar o mesmo nicho, sem desfigurar a
madeira (FARRELL et al., 1998).

Fungos manchadores séo ideais para o pré-tratamento da madeira,
porque sdo capazes de assimilar facilmente os nutrientes de carbono e nitrogénio
presentes no parénquima celular, ductos resiniferos e outros tecidos da madeira.
Adicionalmente, estes fungos podem colonizar rapidamente cavacos de madeira
nao-estéril (DORADO et al., 2000).

O controle biolégico, que usa cepas albinas de fungos manchadores,
€ um novo método. Pesquisas usando cepas incolores de espécies de Ophiostoma
foram bem sucedidas no controle das manchas (BLANCHETTE et al.,, 1992;
FARRELL et al., 1993; BEHRENDT et al., 1995a, b; SCHMIDT; MULLER, 1996;
WHITE-MCDOUGALL et al., 1998). Aplicando-se cepa incolor de Ophiostoma em
toras recém serradas, este pode preferencialmente colonizar o alburno, capturando
desse modo os recursos de nutrientes e inibindo a colonizagdo subsequente por
fungos causadores de mancha (HELD et al., 2003).

Os estudos precedentes mostraram que as cepas albinas de
Ophiostoma sao capazes de degradar extratos da madeira, incluindo triglicerideos,
gorduras e acidos da resina (BLANCHETTE et al., 1992; FARRELL et al., 1993,
2000; BRUSH et al., 1994; WANG et al., 1995), reduzindo significativamente a
colonizagdo e o manchamento de toras de Pinus radiata (HELD et al., 2003).

Experimentos de antagonismo em laboratério demonstram que as
cepas albinas de Ophiostoma podem ser eficazes em impedir o manchamento por
diferentes espécies de fungos. Além de inibir um isolado de O. piliferum que causa a
mancha escura, os isolados de L. procerum e S. sapinea, da Nova Zelandia e que
causam manchas escuras, também foram inibidos. Estes resultados suportam

observacbes precedentes, que mostraram sucesso usando cepa albina para
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controlar o manchamento em experiéncias preliminares (BEHRENDT et al., 1995 a e
b; MULLER; SCHMIDT, 1995; BLANCHETTE et al., 1997).

Espécies nativas mais prevalentes e agressivas de manchadores,
presente em um pais especifico, como no caso cepas de Ophiostoma spp., podem
ser usadas para obter cepas albinas para o controle bioldgico. Isto evita problemas
associados com a introdugao de cepas estrangeiras de fungos em areas que nao
séo nativas (HELD et al., 2003).

Cepas albinas de Ophiostoma floccosum, Ophiostoma piceae e
Ophiostoma pluriannulatum também demonstraram serem bons agentes de controle
bioldgico dos fungos manchadores Leptographium procerum, Ophiostoma piliferum e
Sphaeropsis sapinea, em madeira de Pinus radiata. Os dois primeiro apresentaram
grande porcentagem de isolados realizando total controle dos manchadores e outros
controlando de modo eficaz, porém a madeira apresentava coloragdes leves (do
cinza ao negro). Ophiostoma pluriannulatum, por outro lado, mostrou ser excelente
controlador, com controle completo dos fungos manchadores escuros (HELD et al.,
2003).

Até o momento, o controle biolégico efetivo pode ser realizado, em
toras recém serradas e madeira serrada, somente através do tratamento com o
isolado n&o-pigmentado de Ophiostoma piliferum (Fries) Sydow e Sydow,
comercialmente denominado Cartapip-97t» (Sandoz Chemicals Corporation,
Charlotte, N. C.). Esta cepa coloniza rapidamente a madeira nao-estéril, sem efeito
detrimental aparente para a madeira, e compete com sucesso com fungos
manchadores, inibindo também o tipo selvagem do fungo azulador, que pigmenta a
madeira colonizada recém serrada toras em campo (BLANCHETTE et al., 1992 e
1993; FARRELL et al., 1993; BEHRENDT, 1994).

Este, assim como outras formas albinas derivadas de fungo
manchadores, é considerado agente ideal para o biocontrole, uma vez que sao
biologicamente similares, com a exce¢do a pigmentacéo; colonizam rapidamente o
substrato; resistem a substituicdo por outras espécies de manchadores, ndo afetam
as propriedades estéticas da madeira e ndo causam efeito nocivo ao ambiente (LEE
et al., 2002). A eficacia desta cepa para degradar triglicerideos causando problemas
tem sido demonstrada tanto em espécies de madeiras maleaveis (BRUSH et al.,
1994), quanto em madeiras duras (ROCHELEAU et al., 1998).

Estudos mais recentes revelaram a existéncia de uma nova cepa
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promissora de Pestalotiopsis crassiuscula para o controle de resina. Esta possui
eficiéncia comparada ao comercial Cartapip-97tv (cepa comercial de O. piliferum),
na redugao de extratos contidos no alburno de pinus ‘Scot’ (de 76-97% apos quatro
semanas), porém € mais eficiente na degradagdo de acidos resiniferos (61%) e
esterois (53-54%) (DORADO et al., 2000).

Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jul. (sin. Phanerochaete gigantea e
Peniophora gigantea), quando utilizado como pré-tratamento fungico em toras de
Pinus resinosa Aiton, atua como controlador bioldgico. E ideal para o tratamento de
toras, uma vez que sua inoculagédo, imediatamente apds o corte, assegura a
colonizagao extensiva da madeira.

Durante quatro a doze semanas apds a inoculagao, periodo em que
a tora encontra-se em transito para processamento ou armazenada para 0 uso
futuro, modificagcbes ocorrem na madeira de modo a melhorar a eficiéncia de
transformacao da madeira; ou seja, promove a degradacgao da resina e garante uma
maior porosidade da parede celular. Assim, o crescimento deste fungo além de inibir
a colonizagcdo e o desenvolvimento de fungos prejudiciais, como manchadores,
acelera o processo de remogao dos besouros da madeira (BEHRENDT;
BLANCHETTE, 1997).

A inoculagdo de P. gigantea em toras recém serradas de Pinus
resinosa inibiu o crescimento e a colonizagédo subsequentes por fungos causadores
de mancha azul do tipo selvagem. Em toras tratadas, nenhum fungo manchador foi
isolado a partir do cepilho, enquanto 53% do cepilho, removido de toras nao-
inoculadas, apresentou fungos manchadores apds doze semanas (BEHRENDT,;
BLANCHETTE, 1997).

Resultados obtidos por Held et al. (2003), contrapdem resultados
anteriores obtidos por Kang e Morrell (2000), indicando que uma unica cepa albina
pode controlar diversos géneros dos fungos manchadores geralmente encontrados
em produtos de madeira da Nova Zelandia (FARRELL et al., 1997).

A época da inoculagdo do agente de biocontrole é crucial e deve ser
feita imediatamente apdés o corte (BEHRENDT et al., 1995b). Experimentos
adicionais a campo sao necessarios para elucidar os fatores ambientais que
poderiam afetar o sucesso das cepas albinas e do resultado para um controle mais
eficaz, contudo o controle biolégico dos manchadores por um periodo acima de 6

meses € um periodo extremamente longo para que as cepas albinas permanegam
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eficazes (HELD et al., 2003).

Experimentos precedentes indicam que, a campo, as cepas albinas
sdo bons agentes de biocontrole sobre um curto periodo (BEHRENDT et al., 1995 a
e b). Porém, quando uma grande area de alburno esta exposta, este método pode
apresentar eficacia reduzida no controle de manchadores. Assim, métodos
melhorados de inoculagao e aplicagdo poderiam fornecer uma melhor cobertura e

aderéncia as toras, aumentando a eficacia do processo (HELD et al., 2003).

4.7.2 Controle Biolégico Utilizando Cepas Bacterianas

Alguns géneros de bactéria, principalmente Pseudomonas e
Bacillus, tém sido investigados em experimentos laboratoriais para controlar os
fungos azuladores (BENKO, 1988 e 1989; SEIFERT et al.,, 1988; KREBER;
MORRELL, 1993).

O controle biolégico de agentes manchadores com Pseudomonas
cepacia foi investigado, com blocos de madeira de Pinus banksiana, gerando bons
resultados em testes laboratoriais; porém, em situagcdo de campo, os resultados
foram insatisfatérios, uma vez que de 30 a 50% das madeiras tratadas foram
colonizadas por manchadores (BENKO, 1989).

Em 1990, Benko e Highley (1990c) propuseram o controle bioldgico
do fungo manchador Ceratocystis coerulescens (Munch) Bakski (C-262) com um
‘pull”  contendo seis bactérias (Pseudomonas cepacia, Streptomyces
chrestomyceticus,  Streptomyces rimosus, Streptomyces rimosus  subsp.
paromomycinus, Streptoverticillium cinnamoneum subsp. azacoluta, Xenorhabdus
luminescent). A madeira de Pinus spp., previamente tratada com imers&o, por uma
hora, no caldo de carne em esporulagao, era entdo exposta ao fungo.

O grau médio de manchamento por Ceratocystis coerulescens em
blocos de madeira tratada com a mistura bacteriana variou de 0 a 3, ao passo que
as amostras do controle foram manchadas fortemente, com grau médio de
manchamento 3 (segundo Escala de Manchamento de Benko e Highley) (BENKO;
HIGHLEY, 1990c).

Em outro experimento, esta mesma suspensao bacteriana foi usada
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para testar o antagonismo contra Ceratocystis coerulescens. Blocos de madeira
tratados acarretaram no aparecimento de minusculos pontos individuais manchados
de azul, tendo como grau médio de manchamento 0O; ja amostras controle estavam
pesadamente manchadas, com grau médio de manchamento 3 (BENKO; HIGHLEY,
1990c).

Quando em teste contra Trichoderma harzianum, a madeira
apresentou pequenos sinais de descoloracdo, com média de manchamento de 0 a 1,
0 que significa que ocasionalmente ocorreram minusculos pontos manchados de
verdes nos blocos de pinus, mas estes ndo foram maiores que dois milimetros,
enquanto que as amostras de controle estavam fortemente manchadas sobre toda a
superficie, com grau médio de manchamento 3 (BENKO; HIGHLEY, 1990a).

Benko e Highley (1990c) demonstraram a importancia da selegéo
dos meios para a avaliagdo do efeito antagonista de bactérias no controle de fungos
que atacam a madeira. Embora os meios sugeridos para multiplicagdo de bactérias
geralmente contenham componentes principais similares, uma pequena modificagéo
destes componentes pode acarretar em uma diferenga significativa na estimulagéo
de metabdlitos secundarios, particularmente antibiéticos, que possuem papel-chave
no controle bioldgico.

Diversas espécies de bactérias sao capazes de atuarem como
agentes bioldgicos na preservagao da madeira e, para que o controle seja efetivo a
um amplo ‘espectro’ de fungos manchadores, € necessario o uso de combinagdes
diferentes de bactérias, sendo muito improvavel que uma unica espécie bacteriana
seja eficaz contra varios tipos de fungos que atacam a madeira (BENKO; HIGHLEY,
1990a).

4.7.3 Indugao de Resisténcia

As coniferas possuem defesas constitutivas e induzidas bem
desenvolvidas contra o ataque de inseto e a infeccdo do patogeno (BERRYMAN,
1972; CHRISTIANSEN et al., 1987). As defesas constitutivas sdo formadas pelos
ductos e vesiculas da resina, presentes no floema e no alburno (BERRYMAN, 1972)

e de células especializadas do parénquima e floema, ricas em fenol (FRANCESCHI
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et al., 1998).

A defesa induzida inclui resposta de hipersensibilidade, provocada
por ferimentos ou por infecgdo do floema, seguido pela acumulagédo de terpenos e
fendis nas células que cercam o local de ataque e, da formagao de zona necroética
(REID et al., 1967; RAFFA, 1991). Os mecanismos de resisténcia podem ser
induzidos através da inoculacdo de suspensao de culturas, em diferentes espécies
de Pinus (LESNEY, 1989; CAMPBELL; ELLIS, 1992; HOTTER, 1997).

Em coniferas, a eficacia destas defesas foi pouco demonstrada e
estudada por depender de precedente exposi¢cao a um patégeno (CHRISTIANSEN
et al., 1999). Um dos principais estudos a este respeito foi realizado com os abetos
vermelhos da Noruega, Picea abies (L.) Karst., onde a resisténcia induzida foi obtida
apos pré-tratamento com lesbes mecanicas ou apos a infeccdo por patégeno
(CHRISTIANSEN et al., 1999; KROKENE et al., 1999); arvores pré-inoculadas com
baixas densidades do fungo causador da mancha azul, Ceratocystis polonica (Siem.)
C. Moreau, bem como com os fungos Heterobasidion annosum e Nectria fuckeliana,
se tornam resistentes a infec¢des macicas subsequentes com o fungo Ceratocystis
polonica (KROKENE et al., 1999; KROKENE et al., 2000).

Ainda trabalhando com Picea abies, Krokene et al. (1999) relataram
que arvores pré-tratadas com doze feridas mecanicas no cortex (100 x 16 mm)
exibiram, em uma faixa de 0,8 m, uma forte resisténcia a inoculacdo subsequiente
com C. polonica (CHRISTIANSEN et al., 1999).

Em outro experimento, utilizando o pré-tratamento com
Heterobasidion annosum e agar estéril e medigdes da colonizag&o fungica, verificou-
se que o pré-tratamento com inoculagbes fungica e agar estéril aumentou a
resisténcia dos abetos vermelhos da Noruega a subsequente inoculagdo com C.
polonica (KROKENE et al., 1999).

Dosagens de idénticas do pré-tratamento demonstraram que
inoculagdes fungicas tiveram um efeito significativamente mais forte do que com
inoculagdes estéreis - a dosagem fungica baixa (1/5 da dosagem meédia) foi tao
eficaz quanto a dosagem média de inoculagao estéril, ou seja, inoculagdes fungicas
foram aproximadamente cinco vezes mais eficazes em induzir a resisténcia do que
inoculagdes estéreis (KROKENE et al., 1999).

A dosagem meédia de pré-tratamento com H. annosum protegeu as

arvores eficientemente, reduzindo os sintomas nas hospedeiras em 80% a 97%,
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indicando que a protecao oferecida pelo pré-tratamento com H. annosum foi, ao
menos, tdo boa quanto aquela oferecida pelo C. polonica. Os resultados
experimentais mostram claramente que a resisténcia ao fungo causador de
manchamento C. polonica pode ser induzida em abetos vermelhos da Noruega e,
que esta resisténcia induzida segue uma dose-resposta dindmica, que nao é
especifica ao pré-tratamento fungico, ndo é sistémica e esta restrita a area pré-
tratada do tronco (KROKENE et al., 1999).

Pesquisas realizadas com clones de arvores da espécie Picea abies,
com 25 anos e infectadas com o fungo Ceratocystis polonica, caracterizaram os
mecanismos de defesa dos abetos vermelhos da Noruega. Segundo dados obtidos,
a resisténcia a inoculagdo macica subsequente com Ceratocystis polonica foi
significativamente maior em arvores pré-tratadas, com média de 0,5% do alburno
apresentando manchamento, do que em arvores controle intactas, com média de
20,4% do alburno manchado (CHRISTIANSEN; KROKENE, 1999).

Efeitos secundarios observados apds o pré-tratamento das arvores
foram a producgao de resina secundaria com maior poder fungistatico do que a resina
pré-formada (CHRISTIANSEN; KROKENE, 1999; SOLHEIM, 1991), provavelmente
por conter fendis e taninos adicionais produzidos por células parenquimaticas do
floema (BRIGNOLAS et al.,, 1995; FRANCESCHI et al., 1998), e, possivelmente,
pelas células epiteliais que alinham os dutos traumaticos (CHRISTIANSEN et al.,
1999).

Estudos demonstraram que é possivel induzir a resisténcia em Pinus
sp. através da exposigao prévia a patdgenos infecciosos, de processos de protecéo
cruzada, antagonismo entre patdgenos e, aquisi¢ao sistémica de resisténcia; porém,
0s Unicos exemplos bem documentados sdo o tratamento de sementes e o
tratamento foliar de mudas de Pinus radiata D. Don (pinus ‘Monterey’) com acido 5-
clorosalicilico (REGLINSKI et al., 1998) e o tratamento mecénico em Pinus sylvestris
L. (pinus ‘Scot’) apds inoculagcdo macica com Leptographium wingfieldii Morelet
(KROKENE et al., 2000).

O Pinus contorta Douglas é resistente ao fungo causador de
manchas Ceratocystis clavigera Robinson et Davidson e, ao besouro da madeira
Dendroctonus ponderosae Hopkins, devido a producdo de uma resinose secundaria
rapida e vigorosa, resultante da maior produgdo de terpendides constitutivos

(SHRIMPTON, 1973), com niveis elevados de a-pinene e limonene na resina
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secundaria, contida nos dutos de resina e, que é liberada no momento da
infeccao/ataque (RAFFA; BERRYMAN, 1983).

Quando esta espécie de Pinus é inoculada com C. clavigera, através
de fragmento de pectina da parede celular da planta hospedeira ou fragmento da
parede celular fungica (chitosan), esta responde produzindo monoterpenos da resina
no sitio de infeccdo ou em extensées maiores, sugerindo que pinus, assim como
outros vegetais superiores, possui um mecanismo comum de reconhecimento-
defesa (MILLER et al., 1986).

Dez dias apés a infecgao fungica, o conteudo de monoterpenos do
tronco oleoresinoso do pinus foi examinado por GLC-MS; foram encontrados
aumentos significativos nos niveis de monoterpenos, olefina, a- e [-pineno, 3-
careno, e, B-felandreno (CROTEAU et al., 1987), substancias tidas como téxicas ao
fungo Ceratocystis clavigera (RAFFA; BERRYMAN, 1983; SHRIMPTON, 1973).

Embora existam alguns trabalhos na area de inducéo de resisténcia
em Pinus spp., a biosintese dos terpendides presentes na resina ainda é mal
compreendida, assim como a bioquimica da reacdo da defesa; os conceitos atuais
estdo baseados, em sua maior parte, na analogia a produgao de terpendides e de
fitoalexinas nas espécies herbaceas (JOHNSON; CROTEAU, 1987).

A falta de informacdes fundamentais sobre esta defesa €, em parte,
resultado das dificuldades encontradas em experimentos com arvores adultas a
campo, sistema em que o fendmeno foi descoberto e no qual a maioria das

observacodes deve ser realizada (MILLER et al., 1986).

4.8 OCORRENCIA DE EMBOLORADORES E MANCHADORES

4.8.1 Relatos em Coniferas e Eucalipto

No Brasil e na Africa foi relatada a ocorréncia de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griff el Maubl. como agente causal da mancha azul em madeiras
(FOURGEROUSSE, 1958; ENCINAS, 1996), enquanto os fungos Trichoderma spp.,

Fusarium spp., Paecilomyces spp. e Penicillium spp. foram citados como sendo
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emboloradores de madeira (DIX e WEBSTER, 1995).

Ja em Gana, os manchadores sao representados por L. theobromae
e Ceratocystis fagacearum, embora Pterygota macrocarpo também seja relatado
como causador de mancha uniforme (APETORGBOR et al., 2004).

Os efeitos prejudiciais dos fungos manchadores sao importantes na
industria canadense de produtos florestais, sendo que pesquisas recentes
identificaram espécies de Ophiostoma como os organismos manchadores mais
prevalentes (UZUNOVIC et al., 1999). As espécies Ophiostoma picea (Munch) H. &
P. Sydow, O. piliferum (Fries) H. & P. Sydow, O. picea-perda (Rumb.) von Arx. e O.
coerulescens (Munch) Nannf. foram identificadas como agentes de manchamento
(mancha azul) associados ao besouro da casca, na Columbia Britanica, Canada
(SAFRANYIK et al., 1983).

Ophiostoma piceae é a espécie fungica mais comum na madeira de
coniferas, no Canada (SEIFERT, 1993; UZUNOVIC et al., 1999), possuindo registros
também como espécie manchadora do Pinus banksiana Lamb. (pinus Jack) (YANG,
2001). O. minus é uma espécie comum na América do Norte, sendo capaz de
infectar muitas espécies de pinus, assim como o abeto Douglas (Pseudotsuga
menziesii) e o abeto verdadeiro (Abies lasiocarpa) (FARR et al., 1989; UPADHYAY,
1981).

O fungo Ceratocystis polonica (Siemasko) C. Moreau é causador de
manchas azuis em madeira (BRIGNOLAS et al., 1995; FRANCESCHI et al., 1998),
sendo o fungo mais patogénico associado ao besouro da casca da madeira, Ips
typographus L.; quando inoculado em doses elevadas pelo besouro, este fungo &
capaz de matar arvores saudaveis de abetos (HORNTVEDT et al., 1983;
CHRISTIANSEN, 1985b).

Besouros da casca adultos transportam esporos de fungos
azuladores no aparelho reprodutor masculino, nos élitros e no trato digestivo
(FURNISS et al., 1990). Ceratocystis polonica, bem como Ophiostoma polonicum
Siemasko, é patogénico a abetos vermelhos de Noruega, Picea abies (L.) Karst.,
(HORNTVEDT et al.,, 1983; CHRISTIANSEN; SOLHEIM, 1990; HORNVEDT;
SOLHEIM, 1991), sendo esta considerada a espécie mais prejudicial de manchador.

A patogenicidade de Ceratocystis polonica estda baseada em sua
habilidade de crescer rapidamente através dos traqueideos da madeira umida e de

bloquear o transporte da agua na arvore, acarretando em niveis elevados de
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mortalidade (CHRISTIANSEN, 1985b; KROKENE; SOLHEIM, 1998; SOLHEIM,
1991).

Ja o Ceratocystis eucalypti, descrito como n&o-patogénico, pode ser
agente de manchamento vascular em Eucaliptus spp. (BARNES et al., 2003). Ja C.
coerulescens € um importante fungo manchador de madeiras duras, tais como Acer
spp., Quercus spp. e Fagus spp., podendo também ocorrer em espécies de madeira
maleavel, na América do Norte e na Europa (FARR et al., 1989).

C. pirilliformis e C. fimbriata produzem descoloracdo de rapido
desenvolvimento na casca e alburno / floema de arvores, entretanto, a descoloragao
do primeiro agente esta associada a tecidos mais superficiais que do segundo, que é
associado ao manchamento vascular (ROUX et al., 2004).

Outra espécie de fungo causador de manchas no alburno é o
Leptographium abietinum (Peck) Wingfield, que esta associado com as galerias do
besouro da casca (KENDRICK, 1962; PECK, 1879) e tem sido isolado de besouros
em New Hampshire (HARRINGTON, 1988).

4.8.2 Relatos em Pinus spp.

No Canada, os manchadores do pinus Jack tém um importante
impacto econdmico (UZUNOVIC et al., 1999; YANG, 1999) e, por essa razao, sao
bem relatados. Em estudo envolvendo varias madeiras moles, foram isoladas treze
espécies de manchadores de lenho (de toras e madeira serrada), dentre os quais
onze pertencentes aos géneros Ceratocystis e Ophiostoma; o mesmo estudo ainda
revelou que a diversidade fungica € maior em toras do que na madeira serrada
(UZUNOQVIC et al., 1999).

O Ceratocystis polonica € agente causal de azulamento na Noruega
(WANG, 1983), Escandinavia (CHRISTIANSEN, 1985b; SOLHEIM, 1988; HARDING,
1989; CHRISTIANSEN; SOLHEIM, 1990; KROKENE; SOLHEIM, 1998), na Europa
Central (KIRISITS, 1998; KIRISITS et al., 2000) e no Japao (YAMAOKA et al., 2000).

Fungo manchador de madeiras duras Ceratocystis coerulescens
também tem ocorrido em espécies de madeira maleavel na América do Norte e na

Europa (FARR et al., 1989), sendo que um numero crescente de isolados deste
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fungo tém sido encontrado no pinus Jack e em toras de abetos brancos e negros, no
Canada (UZUNOVIC et al., 1999).

Em 1967, Addo-Ashong observou que muitas espécies de madeira
de Gana, especialmente as madeiras brancas, sao atacadas por fungos azuladores
logo apds o corte, sendo o mais comumente isolado/encontrado o Lasiodiplodia
theobromae (OFUSO-ASIEDU, 1973). Na Venezuela, este fungo € o principal agente
causal do azulamento em Pinus caribaea Morelet var. hondurensis (Barr. e Golf.)
(pinus do Caribe), principalmente na parte leste (HODGES; MCFADDEN, 1991;
AGRIZONIS, 1992; MOHALI, 1993; ENCINAS, 1996).

O fungo Sphaeropsis sapinae (Fr.) Dyko e B. Sutton [sin. Diplodia
pinea (Desm.) J. J. Kickx, Petr. e Syd.)] também é agente causal de azulamento em
madeiras de pinus do Caribe, na Venezuela (MOHALI, 1997), além de ser agente do
“tip blight” em pinus jovens (HODGES; MCFADDEN, 1991).

O manchador Ophiostoma minus H. & P. Sydow (sin. Ceratocystis
minor (Hedgecock) Hunt) esta freqluentemente associado ao ataque de
Dendroctonus frontalis Zimmerman, em Pinus taeda L. (BASHAM, 1970; BRIDGES
et al., 1985; COOK; HAIN, 1985). Embora ataque preferencialmente toras, pode
também afetar a madeira serrada (UPADHYAY, 1981).

Esta € uma espécie de fungo comum na América do Norte, em
especial na costa ocidental. Ha relatos de sua ocorréncia no Novo México,
Califérnia, Yukon, no norte Alaska (UPADHYAY, 1981), na Columbia britdnica, em
Alberta, em Saskatchewan, em Ontario, em Quebec e, em Novo Brunswick
(UZUNOVIC et al., 1999). Além de afeta muitas espécies de pinus (Pinus spp.), €
capaz de causar infeccdo no abeto Douglas (Pseudotsuga menziesii) e no abeto
verdadeiro (Abies lasiocarpa) (FARR et al., 1989; UPADHYAY, 1981).

Este fungo, Ophiostoma minus, se desenvolve principalmente no
pinus Jack (UZUNOVIC et al., 1999), podendo transformar-se na principal causa de
manchamento registrado no Canada (YANG, 2001).

Ophiostoma piliferum causa mancha na madeira de varias espécies
de coniferas e de madeiras duras, sendo encontrado principalmente no Canada
ocidental e central. Esta espécie cresce moderadamente em toras de pinus Jack,
embora, em condicdes naturais, infecte principalmente a madeira serrada
(UZUNOQVIC et al., 1999).

O tipo selvagem do fungo O. piliferum, causador de mancha azul,
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geralmente coloniza arvores recém serradas e cepilho de Pinus resinosa, causando
descoloragao do alburno, que deprecia a qualidade da polpa e da madeira (ROFF et
al., 1980; SEIFERT, 1993), além de utilizar componentes da resina da madeira
(BLANCHETTE et al., 1992; BRUSH et al., 1994; FARRELL et al., 1993; FISHER et
al., 1994; WANG et al., 1995).

Embora O. piliferum e O. minus possam crescer em toras e madeira
serrada de pinus Jack (YANG, 1999), O. piliferum coloniza mais rapidamente chapas
do tipo “wafer” de madeira e, O. minus cresce em maior velocidade em billets. Estes
dados testados em laboratério suportam o relato de sobrevivéncia em campo
(UZUNOVIC et al., 1999), onde O. piliferum é trés vezes mais frequentemente na
madeira serrada do que em toras, visto que o O. minus é oito vezes mais
frequentemente em toras do que na madeira serrada (YANG, 2001).

Outras espécies manchadoras importantes em toras de pinus Jack
sdo, respectivamente, C. coerulescens, O. ips, O. piceae e C. piceaperda,
causadores de uma intensa mancha negra na madeira (YANG, 2001).

Ophiostoma piceae € a espécie fungica mais comuns na madeira de
coniferas, no Canada (SEIFERT, 1993; UZUNOVIC et al., 1999), possuindo registros
como espécie manchadora do pinus Jack (YANG, 2001); esta espécie é considerada
patogeno fraco do cortex (BRASIER; KIRK, 1993) e, de patogenicidade moderada
em sementes de pinus branco oriental (Pinus strobus) (NEVILL; ALEXANDER,
1992).

Como em outras espécies de pinus de crescimento rapido, o Pinus
radiata produz madeira formada principalmente pelo alburno, que apresenta
suscetibilidade as descoloragdes escuras causadas por fungos manchadores. Em
consequéncia destas descoloragbes, perdas significativas sado incorridas pela
industria de produtos florestais da Nova Zelandia. As principais espécies destes
fungos sao O. piliferum, Leptographium procerum e Sphaeropsis sapinea (HELD et
al., 2003).

Também em pinus do Caribe, da Venezuela, foi identificada a
presenca do fungo Diplodia mutila Fr. apud Mont. como causador de azulamento
(MOHALLI; ENCINAS, 2001).

Em caixas de madeira de Pinus spp. do tipo “K”, utilizadas para o
transporte de produtos horticolas, dois fungos sao problematicos e predominantes, o

Trichoderma harzianum, que apresentou coldnias esverdeadas a amareladas, e
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Rhizopus stolonifer, com micélio aéreo abundante de cor esbranquicada e esporos
escuros tipicos (DOMSCH et al., 1980). Embora estes dois fungos, predominantes
na superficie da madeira de Pinus spp., ndo representem grande ameaga do ponto
de vista fitopatolégico, causam danos a aparéncia das caixas, propriamente ditas,
além do que, o Trichoderma harzianum produz enzimas capazes de degradar
celulose, afetando negativamente a qualidade da madeira e a possibilidade de
reutilizacdo (HENZ; CARDOSO, 2005).

Besouros de pinus se desenvolvem melhor no interior de tecidos
predominantemente infectados com os fungos mutualistas C. ranaculosus e
Entomocorticium sp., enquanto a presenga do fungo O. minus leva ao
desenvolvimento de antagonismo (BARRAS, 1970; 1973).

Raizes de Pinus taeda infectadas por fungos pertencentes aos
géneros Leptographium Lagerb. & Melin e Ophiostoma H. & P. Sydow tém sido
amplamente estudadas a respeito com a sua relagdo com besouros da casca
(HARRINGTON, 1988). Entre as espécies isoladas de amostras de raizes
encontram-se os manchadores O. ips, L. terebrantis Barras & Perry e, L. procerum
(Kendr.) Wingfield (OTROSINA et al.,, 1997); estes fungos geralmente estdo
associados com o0s besouros da casca como patdogenos ou em associacdes
ocasionais encontradas nas galerias do besouro (HARRINGTON, 1988).

Os relacionamentos patoldgicos relativo a presenga nas raizes e o
papel na predisposicdo do ataque de coniferas pelos besouros ainda nao foram
estabelecidos para muitos destes fungos, principalmente quanto a associagcéo
destes fungos com raizes de pinus e seu possivel papel nos processos envolvidos
no ataque do besouro do pinus (SPB).

Ha ainda, estudos que comprovam a existéncia de competicéo
diferencial entre fungos manchadores. Essas interagdes foram elucidadas por
Klepzig e Wilkens (1997), com isolados de O. minus e C. ranaculosus e, entre
isolados de O. minus e Entomocorticium sp.

Tanto em meio artificial, quanto no hospedeiro natural (Pinus spp.),
os trés principais simbiontes do SPB competem pelo hospedeiro e, o vencedor
nestas interagées competitivas foi, invariavelmente, O. minus. Este antagonista de
SPB superou ambos mutualistas, apresentando maior capacidade de capturar fontes
nao-colonizadas do que os outros dois fungos. Isto pode ser devido, em grande

parte, a taxa de crescimento mais elevada de O. minus.
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Informacgdes a respeito dos atuais fungos causadores de mancha em
madeira, incidéncia e prejuizos acarretados por eles, irdo ajudar o desenvolvimento
de estratégias de controle mais efetivas para a prevengdo dos manchadores (YANG,
2001).
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5 ARTIGO A - FUNGOS EMBOLORADORES E MANCHADORES DA MADEIRA
DE Pinus spp. E SEU CONTROLE — UMA ATUALIZAGAO

5.1 RESUMO

A pinocultura € de suma importadncia para a economia brasileira, porém perdas
significativas as industrias madeireiras tém sido observadas decorrentes do
processo de biodegradacdo e de mas condigdes de manejo. Por ser anatomica e
quimicamente complexa, a madeira de Pinus spp. pode ser colonizada por uma
grande diversidade de microrganismos, dentre os quais encontram-se os principais
agentes depreciadores do valor estético e comercial da madeira, denominados
fungos emboloradores e manchadores. Atualmente sdo citadas cerca de 130
espécies de fungos causadores da descoloragdo ou pigmentagdo do lenho,
ocorrendo nas mais diversas espécies vegetais. A adogdo de medidas visando a
sanidade da madeira é altamente necessaria para a garantia de maior durabilidade e
economicidade na utilizagdo desses recursos, uma vez que, apos terem se instalado
na madeira, esses microrganismos apresentam dificil controle. Na presente revisao
buscou-se reunir e discutir as informacdes existentes quanto as caracteristicas,
fisiologia, incidéncia, manejo e prejuizos causados pelos fungos emboloradores e

manchadores, bem como alternativa para o seu controle.

Palavras-chave: Mancha azul. Biodeterioragdo. Preservagdo da madeira. Controle

bioldgico.

5.2 ABSTRACT

The Pinus spp. culture presents great economic importance to Brazil, however
significant losses to the lumber industries have been observed decurrent of the
process of biodegradation and harmful handling conditions. By being anatomical and
chemically complex, the pinus wood can be colonized by a great diversity of
microrganisms, which can depreciated the aesthetic and commercial value of the

wood, like mould and stain fungi. Currently, there are about 130 species of fungi
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causing discolouration or pigmentation of the log, occurring in the most diverse
vegetal species. The adoption of measures aiming at to the health of the wood is
highly necessary for the guarantee of durability and economy in the use of these
resources, once, after installed in the wood, these microrganisms are difficult to
control. In this paper it is assembled and discussed information on the
characteristics, physiology, incidence, handling and damages caused by mould and

stain fungi, as well alternative controls for its.

Keywords: Blue stain. Biodeterioration. Wood preservation. Biological control.

5.3 INTRODUGAO

A introdugdo do Pinus spp., para cultivo no Brasil, ocorreu
inicialmente para fins de ornamentagcédo e reflorestamento (PEREIRA, 1987) e, a
silvicultura, para fins industriais, teve inicio na década de 1960, com as espécies P.
elliottii e P. taeda (SHIMIZU, 2005).

Atualmente, o pais detém uma area de plantio de cerca de
1.834.569 hectares, localizados nos Estados do Parana (37%), Santa Catarina
(29%), Rio Grande do Sul (10%), Sdo Paulo (10%) e Minas Gerais (10%), que
representam 34% (51,4 milhdes m?3) da matéria prima, oriunda de florestas
plantadas, destinada a industria madeireira (ABRAF, 2006). O pais ocupa o sétimo
lugar dentre os maiores reflorestadores mundiais (FAO, 2005) e, o setor florestal
brasileiro contribui com 5% do PIB Nacional e 7% das exporta¢des, gerando 7,2
milhdes de empregos diretos e indiretos, com receita anual de R$ 20 bilhdes
(CARVALHO et al., 2006).

A abertura comercial, ocorrida na década de 1990, favoreceu a
elevagdo das importagbes e exportagbes e, também, a introducdo de pragas
exoticas no pais (IEDE et al., 2000). Situagao idéntica ocorreu na América do Norte
e Latina, Europa e Asia, o que levou a revisdo das Normas Internacionais de
Medidas Fitossanitarias (NIMF) e a intensificagdo da fiscalizagado sobre os produtos
importados. Como pragas e patdégenos podem estar associadas a suportes e
embalagens de madeira, como tonéis, "pallets", caixas e carretéis, a NIMF n°. 15 da

FAO preconiza o tratamento destes no local de origem (FAO, 2005).
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Com base na Convencgao Internacional de Protecdo a Vegetais, o
Ministério da Agricultura, através da Secretaria de Defesa Agropecuaria, instituiu a
necessidade da obtencdo do Certificado Fitossanitario de Origem (CFO) e do
Certificado Fitossanitario de Origem Consolidado (CFOC), quando do transporte de
toras e madeira serrada. Estes visam evitar a dispersdo das pragas quarentenarias e
nao quarentenarias regulamentadas em areas indenes, bem como manter o
patrimoénio fitossanitario nacional, preservar a competitividade e garantir a
credibilidade junto ao mercado nacional e internacional (RITTER, 2000).

Cerca de um terco da madeira produzida é perdida pelo processo de
biodegradagao, favorecido por mas condicbes de manejo (LIESE, 1975) e,
responsavel por elevadas perdas econémicas (APETORGBOR et al., 2004). Praticas
como retirada e desdobro da madeira devem ser realizadas em até 48 horas apés o
abate, de modo a evitar-se a agao dos biodegradadores, como fungos denominados
“‘emboloradores” e “manchadores” da madeira. Esses patdgenos da madeira de
Pinus spp., depreciam o valor comercial da madeira, tornando-a inutilizavel
(JANKOWSKY, 1990a; IDE et al., 2000).

5.4 FUNGOS EMBOLORADORES E MANCHADORES DA MADEIRA DE Pinus
spp.

Cerca de 130 espécies de fungos causadores de descoloracéo e
pigmentagcdes do lenho tem sido relatada no mundo, ocorrendo em diferentes
espécies vegetais (ABRAHAM et al., 1997) e, sob condigdes favoraveis de
temperatura e umidade, a maioria das espécies vegetais € suscetivel ao ataque dos
fungos xiléfagos (SALES-CAMPOS et al., 2000). A maioria das espécies pertence ao
grupo Ascomycota, representado pelos géneros Ceratocystis, Ophiostoma,
Lasiodiplodia, Graphium e Diplodia, colonizadores profundos do lenho (ABRAHAM et
al., 1997; DORADO et al., 2000; FURTADO, 2000).
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5.4.1 Relatos Mundiais de Pigmentadores da Madeira de Pinus spp.

No Brasil e na Africa foi relatada a ocorréncia de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., agente causal da mancha azul (ENCINAS,
1996) e, de Trichoderma spp., Penicillium spp., Fusarium spp. e Paecilomyces spp.,
emboloradores e manchadores da madeira de pinus (DIX E WEBSTER, 1995).

No Canada os fungos manchadores de Pinus banksiana Lamb.
(pinus Jack), principalmente dos géneros Ceratocystis e Ophiostoma, causaram
importante impacto econdmico (UZUNOVIC et al., 1999; YANG, 1999). Na América
do Norte e Europa, diferentes isolados de Ceratocystis coerulescens foram
encontrados associados ao pinus Jack (UZUNOVIC et al.,, 1999). Ophiostoma
polonicum Siemaszko [sin. Ceratocystis polonica (Siemaszko) C. Moreau] é relatado
como agente causal de azulamento na Noruega (WANG, 1983), Escandinavia
(KROKENE E SOLHEIM, 1998), Europa Central (KIRISITS et al., 2000) e Japao
(YAMAOKA et al., 2000).

Ceratocystis minor (Hedgc.) J. Hunt [sin. Ophiostoma minus (Hedgc.)
Syd. & P. Syd.] foi encontrado associado ao pinus Jack (UZUNOVIC et al., 1999) e
ao besouro Dendroctonus frontalis, em Pinus taeda (BRIDGES et al., 1985; COOK e
HAIN, 1985). A ocorréncia deste fungo € considerada comum na costa ocidental da
América do Norte, sendo também relatada nos Estados Unidos, Alaska
(UPADHYAY, 1981) e Canada (UZUNOVIC et al., 1999), onde é tido como a
principal causa de manchamento (YANG, 2001). No Canada, o Ceratocystis pilifera
também foi encontrado infectando madeira de pinus Jack serrada (UZUNOVIC et al.,
1999).

Embora considerado colonizador de toras e madeira serrada, C.
pilifera pode colonizar rapidamente chapas de compensado do tipo “wafer” e, € cerca
de trés vezes mais freqiente em madeira serrada. O C. minor se associa mais
facilmente em “billets” e é cerca de oito vezes mais frequente em toras. Este fato
caracteriza que espécies dentro de um mesmo género de fungo manchador atuam
de modo diferenciado, em relagdo ao hospedeiro (YANG, 1999; YANG, 2001).

Outras espécies de manchadores, causadores da mancha negra
intensa, sao importantes em toras de pinus Jack. Destacam-se o C. coerulescens;

Ceratocystis ips (Rumbold) C. Moreau [sin. Ophiostoma ips (Rumbold) Nannf.]
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(YANG, 2001), geralmente associados a toras infestadas com /ps spp. (UPADHYAY,
1981). O O. piceae é considerado patégeno fraco do cortex (BRASIER e KIRK,
1993) e moderado em sementes de Pinus strobus (NEVILL e ALEXANDER, 1992).

Na Venezuela, o fungo Lasiodiplodia theobromae foi considerado o
principal agente causal de azulamento em Pinus caribaea var. hondurensis (pinus do
Caribe) (ENCINAS, 1996), sendo também relatados como promotores de
azulamento os fungos Sphaeropsis sapinea (MOHALI, 1997) e Botryosphaeria
stevensii Shoemaker [sin. Diplodia mutila (Fr.) Mont.] (MOHALI e ENCINAS, 2001).

Na Nova Zelandia, perdas consideraveis pela industria de produtos
florestais tém ocorrido devido a suscetibilidade do Pinus radiata as descoloragoes
escuras, causadas principalmente por espécies de fungos manchadores como
Ceratocystis pilifera, Leptographium procerum e Sphaeropsis sapinea (HELD et al.,
2003). Em caixas de madeira empregadas no transporte de produtos horticolas, os
fungos Trichoderma harzianum e Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. séao
predominantes e problematicos (DOMSCH et al., 1980) pelo dano visual que
causam. O T. harzianum produz ainda enzimas degradadoras da celulose, as quais
alteram a qualidade da madeira e limitam sua reutilizacdo (HENZ e CARDOSO,
2005).

5.4.1.1 Fungos emboloradores

Dentre os emboloradores encontram-se os fungos mitosporicos dos
géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma; microrganismos cosmopolitas,
saprofitas, com esporulagdo abundante e, facilmente disseminada pelo ar. Estes
causam mancha superficial de aspecto pulverulento, pela presenca de massa de
esporos, comprometendo principalmente o aspecto visual do lenho. As coloracdes
mais comuns sao cinza, verdes e amarelas (FURTADO, 2000).

Embora se desenvolvam na superficie da madeira, as hifas
conferem um aspecto algodoado a madeira e, quando hialinas podem penetrar
profundamente no alburno, sem alterar a cor da mesma. Nutrem-se de substancias
de reserva soluveis, como agucares, aminoacidos e acidos organicos, presentes no
lumen celular, as quais extravasam a partir de células parenquimatosas danificadas

pelo corte, sem afetar a parede celular e a resisténcia mecanica da madeira
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(FURTADO, 2000).

Entretanto, pode-se correlacionar a incidéncia dos emboloradores
com a reducdo da resisténcia ao impacto (SCHEFFER, 1973) e aumento da
permeabilidade, o que prejudica a absor¢gdo de preservativos e favorece o

apodrecimento, no caso de umedecimento da madeira (OLIVEIRA et al., 1986).

5.4.1.2 Fungos manchadores

Geralmente o manchamento é causado por fungos colonizadores
pioneiros, destacando-se os pertencentes aos géneros Ceratocystis, Diplodia,
Graphium, Lasiodiplodia, Leptographium, Ophiostoma e Sphaeropsis (FARRELL et
al., 1993; WANG et al., 1995), sendo mais frequentes em toras e madeira recém
serradas, antes ou apds a secagem e, no periodo de armazenamento. Comumente
sdo encontrados em arvores senescentes ou atacadas pela vespa da madeira (Sirex
noctilio) e, pouco prevalentes em arvores vivas e saudaveis (TALBOT, 1977).

Para o processo de penetragdo na madeira, dependem de aberturas
naturais existentes entre as células e do rompimento mecanico das membranas das
pontuagdes; entretanto, alguns s&o capazes de penetrar a parede celular
mecanicamente, pela formacado de apressorios. Nas coniferas, as hifas colonizam
exclusivamente as células do parénquima radial, onde se nutrem de carboidratos,
acidos graxos, triglicerideos e outros componentes presentes no lumen celular,
sendo raramente observadas nos traqueideos (FARRELL et al., 1993; WANG et al.,
1995; FURTADO, 2000).

A presenca de hifas pigmentadas pela melanina e compostos
similares (ZIMMERMAN et al., 1993) e de hifas hialinas secretoras de substancias
coloridas nas células da madeira (BLANCHETTE et al., 1992) sdo responsaveis pela
pigmentacdo do alburno. Essa pigmentacdo pode ser observada em cortes
transversais e distribuida radialmente e, em cores variaveis do azul ao cinza escuro
(OLIVEIRA et al., 1986). Essas alteragdes no alburno de Pinus spp. manchado
podem reduzir a resisténcia em 1 a 2%; a dureza entre 2 a 10%; a resisténcia a
flexdo em 1 a 5% e, a resisténcia ao impacto em 15 a 30% (SCHEFFER, 1973;
OLIVEIRA et al., 1986); também levam a madeira apresentar maior permeabilidade,
restringindo sua utilizagcdo (FURTADO, 2000).
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Embora n&do sejam considerados importantes comprometedores das
propriedades de forca e resisténcia, nos estagios adiantados de colonizagcdo a
descoloragdo diminui o valor da madeira para serraria e fabricagdo de papel
(SEIFERT, 1993). Assim, é fundamental a avaliagcdo dos danos provocados pelos
manchadores, bem como das perdas econbmicas decorrentes do ataque desses

agentes, em toras estocadas nas industrias madeireiras (HANADA et al., 2003).

5.4.1.3 Fungos azuladores

Dentre os fungos manchadores, existe um grupo denominado
“azuladores” ou “blue stain fungi”, que se caracterizam pela pigmentagao produzida
na madeira, com cores variaveis entre o azul e preto. S&o colonizadores pioneiros de
madeira recém serrada e, causam perdas econdmicas elevadas, devido a alteragdes
na qualidade estética em toras, produtos manufaturados e papéis de alta qualidade
(BLANCHETTE et al., 1992; SEIFERT, 1993). Além de colonizarem diretamente as
extremidades do lenho, podem invadir sua lateral, tendo como portas de entrada
galerias abertas por insetos transportadores de fungos manchadores
(HARRINGTON, 1988 e 1993).

Espécies de fungos dos géneros Ophiostoma, Lasidioplodia e
Ceratocystis (BEHRENDT et al., 1995a), dentre outros, sao representantes
importantes. Estes podem utilizar componentes da resina (FARRELL et al., 1993) e
aumentar a absorbancia da madeira, fazendo com que esta passe a absorver mais
cola, tinta ou preservativos de madeira, além de tornarem a madeira mais suscetivel
a colonizagédo por fungos deterioradores devido ao aumento da porosidade
(HIGHLEY, 1999; FURTADO, 2000).

Como exemplo, temos o tipo selvagem de Ceratocystis pilifera (Fr.)
C. Moreau [sin. Ophiostoma piliferum (Fr.) Syd. & P. Syd], causador de mancha azul,
que geralmente coloniza arvores recém serradas e cepilho de Pinus resinosa,
descolorando o alburno e depreciando a qualidade da polpa e da madeira
(SEIFERT, 1993).
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5.4.2 Mecanismo de Agao dos Fungos Emboloradores e Manchadores

A colonizagao da madeira por emboloradores e manchadores leva a
descoloragdo ou manchamento da madeira devido a produgdo e deposicao de
metabdlitos secundarios, os granulos de melanina (BRUCE et al., 2003; DOGRA e
BREUIL, 2004). Este fator deprecia o valor comercial da madeira, seja na forma “in
natura”, méveis ou "pallets" (BEHRENDT et al., 1995b; JANKOWSKY, 1990a).

A colonizagdo pode ser por organismos pioneiros, como fungos
manchadores e emboloradores, a exemplo de Trichoderma spp., 0s quais colonizam
arvores recém-abatidas pelo fato destas disponibilizarem elevada quantidade de
substancias de reserva para nutricdo e, elevada umidade (OLIVEIRA et al., 1986).
Os colonizadores secundarios, como a maioria dos Basidiomycetes, séao
responsaveis pela remocéo de extratos da madeira ou compostos toxicos (KAARIK,
1975), embora existam Basidiomycetes, como Phlebiopsis gigantea (Fr.) Julich, que
colonizam preferencialmente o alburno fresco, degradando a resina e outros extratos
da madeira (BEHRENDT e BLANCHETTE, 1997).

A distingdo entre emboloradores e manchadores inicialmente é feita
com base na profundidade da descoloragédo; geralmente ambos encontram-se
confinados em grande extensdo do alburno e, produzem coloragdo variada. Os
manchadores penetram profundamente no alburno, ndo sao removidos pelo
aplainamento, e as manchas apresentam-se orientadas radialmente, no sentido das
fibras da madeira. Os emboloradores, embora penetrem profundamente, acarretam
em manchas superficiais e em forma de cunhas torneadas (pie-shaped wedges),
podendo ser removidas através de escovagao ou aplainamento (FURTADO, 2000;
HIGHLEY, 1999).

Estes também podem ser distinguidos com base na atividade
enzimatica fungica, a qual diferencia os principais grupos fisiolégicos dos diversos
nichos ecoldgicos existentes na madeira, sem distingdo de grupos taxonémicos.
Portanto, o real discernimento, se determinado fungo provoca bolor ou mancha na
madeira, nem sempre € pratica facil e, na maioria dos casos, ha necessidade de
estudos histologicos (KAARIK, 1975).

No alburno das coniferas a descoloragao é resultante da colonizacao

das células parenquimaticas e penetragao nos traqueideos (BALLARD et al., 1984).
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E, pode ocorrer completa cobertura do alburno ou se desenvolver na forma de
manchas, pontuacdes, estrias ou ainda sinais com tamanhos variaveis e com
diferentes intensidades de cor, dependendo do tipo e padrdo de crescimento
superficial (HIGHLEY, 1999; FURTADO, 2000). A cor exata e a extensdo das
manchas podem variar com a espécie do agente infeccioso e a umidade da madeira
(HIGHLEY, 1999).

5.4.3 Associacao entre Fungos Manchadores e Insetos-praga

Na maioria das vezes, a infecgdo da madeira por fungos
manchadores é precedida da invasdo da casca da regido lateral da arvore por
besouros agressivos, principalmente dos pertencentes aos géneros Ips,
Dendroctonus e Tomicus, 0os quais podem inocular simultaneamente uma ou mais
espécies de microrganismos manchadores diretamente no xilema e floema
(BEHRENDT et al., 1995a; KIRISITS e OFFENTHALER, 2002).

A habilidade destes besouros para transportar esporos facilita a
dispersao dos emboloradores e manchadores, o desenvolvimento de manchas
vasculares e, a interrupgédo do suprimento de agua para a planta (YAMAOKA et al.,
2000; SOLHEIM et al., 2001; KIRISITS e OFFENTHALER, 2002). Facilitam ainda o
estabelecimento de pragas secundarias, devido a redugao da resisténcia da arvore;
os manchadores podem ainda estarem envolvidos no processo de morte da arvore
(PAINE et al., 1997; LIEUTIER, 2002).

5.4.4 Mensuracgao da Infecgdo por Emboloradores e Manchadores

Diferentes ferramentas estdo disponiveis para o estudo das
interagbes patdgeno-planta hospedeira, bem como de determinar o efeito da
infeccao (natural ou artificial) de coniferas por fungos manchadores, monitorar estes
efeitos no funcionamento do alburno e, comparar a patogenicidade desses fungos.
Dentre estes se encontram os métodos como a mensuragao do fluxo da seiva pelo
caule (WANG, 1983; YAMAOKA et al., 1990) e, métodos nao-destrutivos, como o
teste de conducdo de corante (CHRISTIANSEN, 1992), aplicacdo de marcador
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radioativo (®’Br) (WANG, 1983) e método de termo-dissipacdo (GRANIER, 1985).

5.4.5 Tratamento da Madeira

A prevengao elou controle dos causadores de
emboloramento/manchamento, em madeira serrada, pode se dar através da redugao
da umidade natural da madeira (JANKOWSKY, 1990a); emprego de ar quente
forgcado; pelo calor, em estufas de secagem ou ao ar livre; alteragbes do pH com
nitrato de acrino (BEHRENDT et al., 1995b; FAO, 2006; MORESCHI, 1998);
saturagdo de toras pela aspersdo de agua, privando os fungos da quantidade
minima de oxigénio necessaria para seu desenvolvimento (IDE et al., 2000) e,
aplicagdo de preservativos, a exemplo do brometo de metila, creosoto,
pentaclorofenol, CCA (cromo, cobre e arsénio), CCB (cromo, cobre e boro) e FCAP
(fldor, cromo, arsénio e fenois) (JANKOWSKY, 1990b).

Porém, o tratamento quimico da madeira com preservativos
apresenta como desvantagens o custo elevado, o que torna inviavel o tratamento de
pecas grandes e de grandes quantidades; geracédo de defeitos no lenho, devido ao
ressecamento e, problemas de ordem legal, por serem altamente biocidas
(ABRAHAM et al., 1997).

Tradicionalmente o controle de manchadores, pelas industrias
madeireiras, tém sido realizado com produtos quimicos anti-manchas, entretanto a
toxidez e os efeitos ambientais desses alertaram para a necessidade da busca de
métodos alternativos para o controle (HELD et al., 2003). Entretanto, o
desenvolvimento de estudos e metodologias ainda é escasso, sendo um dos fatores
responsaveis pela falta de informagdes a respeito dos microrganismos que infectam
a madeira (HANADA et al., 2003).

5.4.6 Controle Biolégico dos Fungos Manchadores da Madeira de Pinus spp.
Inimeros estudos vém sendo desenvolvidos buscando viabilizar o

emprego do controle biolégico de fungos manchadores. Os agentes potenciais para
biocontrole sdo as bactérias e filtrados de suas culturas (BENKO e HIGHLEY, 1990b
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e c¢; HIGHLEY et al., 1991; JIN e MORRELL, 1996) e fungos ou filtrados desses
(CROAN e HIGHLEY, 1991; KREBER e MORRELL, 1993; YANG, 1998).

Produtos biolégicos para o uso comercial como preventivos ainda
sdo escassos (BRUCE et al.,, 2003), provavelmente devido a falta de maiores
conhecimentos quanto ao efeito dos biocontroladores no impacto ambiental
(MORRELL e DAWSON-ANDOH, 1998); dos mecanismos pelos quais atuam como
biocontroladores dos emboloradores e manchadores (BRUCE et al., 2003) e, das
dificuldades para determinacdo do papel da pigmentacdo e do mecanismo de
producao e trajetéria da melanina, no préprio fungo e na madeira (LOPPNAU et al.,
2004).

Entende-se que para o emprego do biocontrole pela industria
madeireira, sdo necessarias experimentacdes e periodos de adequacdes, uma vez
que o periodo de armazenagem das toras deve ser menor (de dois a trés meses) e,
o tratamento realizado quase que imediatamente apds o corte (HELD et al., 2003).

O pré-tratamento de blocos de madeira, com bactérias, leveduras e
fungos, tem sua eficiéncia reconhecida através da reducgdo significativa da
colonizagdo pelos emboloradores e manchadores (PAYNE et al., 2000). Essa
situacdo gera a necessidade de uma busca sistematica no sentido de isolar e
identificar novas cepas potenciais para essa pratica (DORADO et al., 2000).

Como fungos avaliados como agentes de controle podem alterar a
madeira e mesmo pigmentar a polpa (CROAN, 1996), as pesquisas tém sido
direcionadas para a obtengdo e emprego de cepas nao pigmentadas dos proprios
manchadores. Esta estratégia pode ser considerada como ideal, pois estes
organismos sao ecologicamente compativeis com manchadores, podendo ocupar o
mesmo nicho (FARRELL et al., 1998), colonizar rapidamente o substrato e,
resistirem a substituicdo nos sitios por outras espécies; e, o mais importante, nao
afetam as propriedades estéticas da madeira nem apresentam efeito nocivo ao
ambiente (LEE et al., 2002). Essas cepas albinas podem ser obtidas a partir de
isolados de espécies nativas e agressivas de manchadores, evitando assim a
introducado de cepas de outras partes do mundo, para areas nao-indenes (HELD et
al., 2003).

O biocontrole dos azuladores com cepas fungicas de Gliocladium
roseum Bainier, Hypocrea gelatinosa (Tode) Fr., Nectria cinnabarina (Tode) Fr.,

Trichoderma viride Pers., Trichoderma polysporum (Link) Rifai e Tympanis sp. foi



77

investigado por Seifert, sob condigdes de laboratério, em blocos de pinus Jack, com
bons resultados (SEIFERT, 1993). Também o emprego de cepas incolores de
Ophiostoma spp. para o controle de agentes pigmentadores do lenho foram bem
sucedidas (BLANCHETTE et al., 1992; FARRELL et al., 1993).

Cepas albinas de Ophiostoma piceae (Munch) Syd. & P. Syd. (sin.
Ophiostoma floccosum Math.-Kaarik) e Ceratocystis pluriannulata (Hedgc.) C.
Moreau [sin. Ophiostoma pluriannulatum (Hedgc.) Syd. & P. Syd] mostraram serem
bons biocontroladores de fungos manchadores, como Leptographium procerum (W.
B. Kendr.) M. J. Wingf., Ceratocystis pilifera e Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B.
Sutton [sin. Diplodia pinea (Desm.) J. Kickx f.], em Pinus radiata.

As cepas de Ophiostoma piceae apresentaram grande porcentagem
de isolados realizando total controle dos manchadores e, outras com controle
mediano, onde a madeira apresentava apenas leve coloragdo. Ceratocystis
pluriannulata também mostrou ser excelente biocontrolador de fungos manchadores
escuros (BEHRENDT et al.,, 1995 a e b; BLANCHETTE et al.,, 1997; HELD et al.,
2003).

Quando inoculado em toras de Pinus resinosa imediatamente apds o
corte, o Phlebiopsis gigantea (Fr.) Julich atuou como biocontrolador, assegurando
extensa colonizagdo da madeira e proteg¢ao por quatro a doze semanas; melhora da
eficiéncia do processamento da madeira, através da degradagdo da resina;
aumentou a porosidade da parede celular e, inibiu a colonizagdo e o
desenvolvimento dos fungos prejudiciais € manchadores selvagens. Contribuiu ainda
para acelerar o processo de remogdo dos besouros da madeira (BEHRENDT e
BLANCHETTE, 1997).

Atualmente, o controle bioldgico efetivo de manchadores de madeira
pode ser realizado através do tratamento destas com o produto comercial
denominado Cartapip-97™ (Sandoz Chemicals Corporation, Charlotte, N. C.), cujo
agente € um isolado ndo-pigmentado de Ophiostoma piliferum (Fries) Sydow e
Sydow. Essa coloniza rapidamente a madeira nao-estéril, competindo com sucesso
com 0s manchadores e inibindo os isolados selvagens. Nao apresenta alteragao
detrimental aparente da madeira recém serrada ou de toras tratadas, em campo
(BLANCHETTE et al., 1997; FARRELL et al., 1993; BEHRENDT, 1994).

Dorado et. al. (2000) obtiveram uma cepa de Pestalotiopsis

crassiuscula Steyaert promissora para o biocontrole e com eficiéncia comparada ao
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comercial Cartapip-97™

, quanto a reducdo do extrato contido no alburno de pinus
‘Scot’ (de 76-97%), porém mais eficiénte na degradagdo dos &cidos resiniferos
(61%) e esterois (53-54%).

Um dos problemas praticos, quando do emprego de cepas fungicas
no biocontrole de pigmentadores do lenho, € a necessidade de se realizar a
inoculagdo da madeira imediatamente ao corte e, a falta de conhecimentos a
respeito da influencia de fatores ambientais no controle sob condigbes de campo
(BEHRENDT et al., 1995b). Também o curto periodo de eficacia das cepas, pois
periodos maiores que seis meses sao considerados extremamente longos para a
cobertura (BEHRENDT et al., 1995a; HELD et al., 2003), o que gera a necessidade
do desenvolvimento de métodos melhorados de inoculagédo e aplicagao, tendo em
vista uma melhor cobertura e aderéncia as toras (HELD et al., 2003).

Além de fungos, espécies de bacterias também podem ser
empregadas no biocontrole. Para que estas sejam efetivas contra uma ampla gama
de agentes manchadores e emboloradores, ha a necessidade de avaliagdes
envolvendo o emprego de diferentes combinag¢des bacterianas (BENKO e HIGHLEY,
1990a). Dentre as bactérias, os principais géneros investigados para o controle dos
manchadores e emboloradores sdo Pseudomonas e Bacillus (BENKO, 1989;
KREBER e MORRELL, 1993).

Resultados positivos foram obtidos quando do tratamento de blocos
de madeira de pinus com uma mistura de seis bactérias (Pseudomonas cepacia,
Streptomyces chrestomyceticus, Streptomyces rimosus, Streptomyces rimosus
subsp. paromomycinus, Streptoverticillium cinnamoneum subsp. azacoluta e
Xenorhabdus luminescent) para o controle de Ceratocystis coerulescens (Minch) B.
K. Bakshi (C-262) e do Trichoderma harzianum Rifai.

Blocos tratados com o “pull” bacteriano apresentaram apenas
minusculos pontos individuais manchados ou embolorados, enquanto as
testemunhas encontravam-se pesadamente manchadas (BENKO e HIGHLEY,
1990a e c). Sob condig¢des de laboratdrio, blocos de madeira de pinus Jack tratados
com Pseudomonas cepacia apresentaram resultados satisfatérios, porém o mesmo

n&o foi observado sob condi¢cdes de campo (BENKO, 1989).
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5.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os fungos emboloradores e manchadores do alburno de Pinus spp.
constituem-se como um dos principais problemas para as industrias de madeiras de
corte e de producdo de manufaturados, mundial e nacionalmente (BRUCE et al.,
2003).

Conhecimentos quanto a realidade desses microrganismos,
incidéncia e prejuizos causados, podem favorecer ao desenvolvimento de
estratégias de controle mais efetivas para a sua prevencao (YANG, 2001), pois a
adogao de medidas que garantam a sanidade de madeiras é altamente necessaria
para a maior durabilidade e economicidade na utilizacdo desses recursos

(FURTADO, 2000), além de auxiliarem a preservagdo do meio ambiente.
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6 ARTIGO B - COMPARAGAO DE METODOLOGIAS E ELABORAGAO DE
PROTOCOLO PARA ISOLAMENTO DE FUNGOS EMBOLORADORES E
MANCHADORES DA MADEIRA DE Pinus spp.

6.1 RESUMO

Agentes biodeterioradores, como fungos emboloradores e manchadores de madeira
de Pinus spp. podem acarretar perdas econémicas para a industria madereira, pois
estes influénciam principalmente o valor estético da madeira. Como os estudos
envolvendo pigmentadores do alburno de Pinus spp. ainda sdo recentes no Brasil,
estdo sendo utilizados um grande numero de metodologias de isolamento e de
avaliagdo da capacidade de pigmentagcdo da madeira de pinus, sem que seja
estabelecido uma metodologia padrdo. Com a finalidade de estabelecer um
protocolo para o isolamento de fungos emboloradores e manchadores e avaliagao
da pigmentagéo causada por estes agentes na madeira de Pinus spp., em condi¢des
brasileira, foram avaliadas diferentes metodologias. Através deste estudo foi possivel
observar como melhor método para a recuperagao dos agentes causais de
pigmentacdo do lenho a assepsia através da imersdo de fragmentos de madeiras
sintomaticas em alcool 70%, seguido de agua-destilada estéril, por dois minutos e, o
uso do meio de cultura extrato de malte-agar 3%, com incubacéo a 22 °C (£2 °C)
durante 10 dias. Para comprovacao da capacidade de pigmentar a madeira,
observou-se que a inoculagédo dos isolados fungicos em corpos de prova de Pinus
spp. e, avaliacdo, aos 30 dias da inoculagdo, da capacidade de colonizagdo do
fungo sobre a madeira, através do emprego da Escala de manchamento de Benko e
Highley (1990c) e, do grau de manchamento, segundo a Escala de notas proposta

por Held et al. (2003), € uma metodologia que pode ser empregada em estudos.

Palavras-chave: Mancha. Assepsia. Meio de cultura. Colonizagéo. Pigmentacéo.
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6.2 ABSTRACT

Biodeterioration agents, as mold and sapstaining fungi of Pinus spp., can cause
economic losses for the wood industry, therefore these has influence in the aesthetic
value of the wood. As the studies involving mold and staining of the sapwood of
Pinus spp. still are recent in Brazil, a great number of methodologies of isolation and
evaluation of the capacity of staining the pinus wood are being used, without a
established standard to be followed. With the purpose to establish a protocol for the
isolation of mold and sapstain fungi and for the evaluation of the pigmentation
caused by these agents in the pinus wood, in Brazilian conditions, different
methodologies were avaluated. Through this experiment was possible to observe as
better method for the recovery of the causal agents of staining of the log the asepsis
by the immersion of pieces of symptomatic wood in alcohol 70%, followed by steril
water, per two minutes and, the use of the culture media malt extract 3%, with
incubation at 22 °C (£2 °C) during 10 days. For evidence of the capacity to stain the
wood, it was observed that the inoculation of fungi isolated in blocks of Pinus spp.
and, evaluation, after 30 days of the inoculation, of the capacity of the fungi
colonization on the wood, through the Scale of staining by Benko and Highley
(1990c), and of the degree of staining, according to the Note scale by Held et al.

(2003), it is a methodology that can be used in studies.

Keywords: Stain. Asepsis. Culture medium. Colonization. Pigmentation.

6.3 INTRODUGAO

A madeira de Pinus ssp. apresenta destaque na producdo comercial,
juntamente com o Eucalipto, por ser leve e de crescimento rapido, podendo ser
cultivada em grande densidade populacional (RICHARDSON, 1998; FARJON,
1984). Atualmente existem no Brasil cerca de dois milhdes de hectares reflorestados
com Pinus spp., a maior parte encontra-se em alta densidade populacional e sob
regime de manejo inadequado, fatores favorecedores de surtos de doengas e pragas

(IEDE et al., 2000). Por este motivo, industrias madeireiras e de processamento
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devem estar atentas para a ocorréncia de agentes biodeterioradores, principalmente
fungos e bactérias, os quais podem gerar perdas econdémicas consideraveis
(APETORGBOR et al., 2004).

A pigmentagdo do lenho é um problema de ocorréncia em ambito
internacional, sendo causada por fungos comumente denominados emboloradores e
manchadores (ABRAHAM et al., 1997; JANKOWSKY, 1990b). A infeccao do Pinus
spp., por estes, pode ocorrer antes do abate ou nas etapas posteriores, como
durante o corte, transporte, desdobramento, armazenamento e, utilizagdo final
(FURTADO, 2000).

A descoloragdo provocada por emboloradores geralmente
apresenta-se com aspecto difuso ou pulverulento na superficie da madeira,
enquanto a provocada por manchadores pode ocorrer na forma de manchas,
pontuagdes, estrias, ou sinais (HIGHLEY, 1999). Mesmo causando poucos danos
aos elementos estruturais da madeira, estes agentes depreciam o seu valor estético
(BRUCE et al., 2003) e, constituem-se como um dos principais problemas para
industrias madeireiras de corte e de producdo de manufaturados (BEHRENDT et al.,
1995a; BRUCE et al., 2003; LEE et al., 2002).

Embora estudos sobre fungos emboloradores e manchadores da
madeira de Pinus spp. estejam em fase avangada na Venezuela, América do Norte e
Europa, no Brasil ainda sao recentes. Dentre os problemas que dificultam a
aquisicao de conhecimentos em torno do assunto, encontra-se o grande numero de
metodologias utilizadas pelos autores para o isolamento e avaliagédo da capacidade
de pigmentacdo da madeira de pinus, sem o estabelecimento de um padrdo a ser
seguido. Pela revisdo de literatura observa-se a existéncia e o emprego de
diferentes metodologias para o isolamento de fungos emboloradores e
manchadores; dentre elas podem ser citadas o isolamento direto, através de
fragmentos de madeira sintomatica e, o indireto, com o auxilio da friccdo do swab
sobre material sintomatico; assepsia da madeira através da imersao do material em
agua destilada estéril, hipoclorito de sédio, hipoclorito de sddio e agua destilada
estéril e, alcool 70%; e, plagueamento em diferentes meios de cultura, como extrato
de malte-agar a 2 e 3%; batata dextrose agar (BDA) e, agar-agua; com incubacéo
para isolamento dos fungos sob temperaturas entre 20 a 30 °C, por periodos que
variam entre cinco e trinta dias (HANADA et al., 2003; YANG, 2004; KREBER et al.,
2001; ALEMAN B. et al., 2003).
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Tendo em vista estabelecer um protocolo para o isolamento de
fungos emboloradores e manchadores e, avaliagdo do grau de pigmentacdo do
alburno de Pinus spp. por estes agentes, em condi¢des brasileiras, foram avaliadas

diferentes metodologias.

6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Levantamento de Madeira de Pinus spp. Apresentando Manchas e/ou

Emboloramento

Nos locais de armazenamento de madeira e, apdés uma prévia
avaliagdo visual, foram coletadas amostras de toras e madeiras serradas
(submetidas ou ndo a secagem), apresentando alteragdes na coloragao natural da
madeira, tipicas de fungos emboloradores e manchadores, proveniente do Estado
do Parana (Fig. 6.1).

Figura 6.1 — Madeira de Pinus spp. serrada apresentando altera¢cdes na coloragao
natural: sintomas de emboloramento superficial (A) e manchamento do alburno (B).

Para as avaliagdes em laboratério e isolamento dos agentes causais
dessas alteragdes, corpos de provas com dimensodes de 5 x 5 x 2 cm foram retirados
das amostras coletadas, com o auxilio de uma serra (Fig. 6.2), acondicionados em
sacos de papel tipo “kraft”, identificados e levados para ambiente de laboratério de

Fitopatologia, da Universidade Estadual de Londrina.
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tipicos de manchamento, para o isolamento do agente causal da pigmentacao (A).
Em detalhe, corpo de prova (B).

6.4.2 Definicao da Metodologia a Ser Empregada no Isolamento dos Fungos

Emboloradores e Manchadores da Madeira de Pinus spp.

Na busca da metodologia mais apropriada para a recuperagao dos
fungos emboloradores e manchadores a partir da madeira de Pinus spp., foi

realizado um experimento prévio.

6.4.2.1 Método de assepsia

Para a definicdo do melhor método de assepsia, procedeu-se a
retirada, com auxilio de uma serra manual, de cinco corpos de prova com dimensdes
de 5 x 5 x 2 cm, a partir de amostras do alburno de toras e madeiras serradas
sintomaticas provenientes do Parana. Estes foram submetidos a quatro diferentes
métodos de assepsia: (a) desinfeccéo superficial através da asperséo de alcool 70%;
(b) imersao em agua destilada estéril, por dois minutos; (c) imersao em alcool 70%,
seguido por lavagem em agua destilada esterilizada, ambos por dois minutos; (d)
imersao em solugéao de hipoclorito (20 ml de hipoclorito de sédio comercial em 100
ml de agua destilada estéril), seguido de lavagem em agua destilada estéril, por dois

minutos.
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Apés esta etapa os corpos de prova foram dispostos sobre papel de
filtro estéril, para retirada do excesso de agua. Como testemunha foram utilizados
corpos de prova nao submetidos aos métodos de assepsia citados.

Na sequéncia, com o auxilio de um estilete, pequenos fragmentos
(1,5 x 1 cm) foram retirados dos corpos de prova e, depositados no centro de placas
de Petri sobre o meio de cultura batata dextrose agar (BDA) (Fig. 6.3) e incubados
durante dez dias sob temperatura ambiente. Para cada método de assepsia foram

avaliadas dez repetigdes.

Fonte: Cristiane Moreno Martins

Figura 6.3 — Fragmento retirado de corpo de prova sintomatico e plaqueado em meio
de cultura BDA.

Ao final do periodo de incubacdo, avaliou-se a presenca de
crescimento fungico sobre o meio de cultura e fragmento da madeira. Das colbnias
desenvolvidas procedeu-se o isolamento para placas de Petri contendo meio BDA,
com incubagdo em camera de crescimento tipo BOD, a 22 °C (x 2 °C), sob
fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias (Fig. 6.4). Apos o desenvolvimento das

colénias, procedeu-se a repicagem para tubos de ensaio com meio BDA.
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Figura 6.4 — Crescimento fungico sobre meio de cultura BDA e fragmento de madeira,
apos incubacgao por 10 dias (A). Isolamento das colénias, em meio de cultura BDA

(B).

Na definicdo do método de assepsia mais eficiente para isolamento
de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp., 0s isolados
obtidos foram inoculados em corpos de prova de madeira de Pinus spp.
assintomaticas, verificando a repeticdo dos sintomas. A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa SISVAR versao 4.6 e os resultados obtidos foram
comparados pelo teste de Tukey (P < 0,01).

6.4.2.2 Meios de cultura

Na determinagdo do melhor meio de cultura para isolamento de
fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp., corpos de prova
retirados das amostras de campo foram submetidos a assepsia através da imersao
em alcool 70%, seguido por imersdao em agua destilada estéril, por dois minutos.
Apds, fragmentos com dimensdes de 1,5 x 1 cm retirados desses corpos de prova
foram plaqueados ao centro de placas de Petri contendo os meios de cultura: (a)
meio de Martin modificado (WARCUP, 1955); (b) meio batata dextrose agar (BDA);
(c) meio extrato de malte-agar 3%; (d) meio agar-agua acidificado (pH 4,5) e, (e)
meio de extrato de tomate.

Para cada meio de cultura foram avaliadas dez repeticdes, cada

uma constituida por uma placa. A incubagédo foi a temperatura de ambiente de
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laboratério, sendo que 50% das placas permaneceram sob presencga de luz e 50%
em escuro continuo, durante dez dias. Excegao para o meio de Martin, no qual as
placas foram incubadas somente no escuro, uma vez que este meio contém Rosa de
Bengala, o qual se torna fungicida quando exposto a luz.

Apods a incubagdo, os microrganismos fungicos desenvolvidos nos
meios de cultivo e/ou sobre os frangmentos de madeira foram isolados em meio de
cultura BDA, incubados em camera de crescimento a temperatura de 22 °C (x 2 °C)
e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias.

Conforme descrito no ensaio anterior, os isolados obtidos foram re-
inoculados em corpos de prova de Pinus spp., para comprovagao da sua
patogenicidade, verificada através da reprodugao dos sintomas. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se o programa SISVAR versao 4.6 e os resultados obtidos

foram comparados pelo teste de Tukey (P < 0,01).

6.4.2.3 Inoculacao em blocos de Pinus spp. e isolamento dos agentes causais

Para comprovar que os isolados de fungos obtidos através dos
isolamentos descritos nos dois ensaios anteriores (itens 6.4.2.1 e 6.4.2.2) sao
agentes causais das pigmentagdes observadas nos corpos de prova, procedeu-se a
inoculagdo dos mesmos em blocos de Pinus spp. assintomaticos, para verificagdo da
reproducdo ou nao dos sintomas observados inicialmente e, realizagdo de novos
isolamentos.

Blocos de Pinus spp. medindo 5 x 4 e 2,5 cm de espessura foram
previamente perfurados em dois pontos equidistantes com o auxilio de furadeira,
tendo cada orificio 0,8 mm de didmetro e 1,25 cm de profundidade. Apds, foram
imersos em alcool 70% e, em seguida, em agua destilada estéril, ambos por 2
minutos, e depositados sobre folhas de papel filtro estéril para retirada do excesso
de agua (Fig. 6.5).
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Figura 6.5 — Confecgao dos blocos de madeira de Pinus spp. (A). Assepsia dos blocos
através da imersé&o em alcool 70% (B).

Na inoculagéo, dois discos de micélio, com aproximadamente 0,8 cm
de didmetro, de cada isolado foram retirados de col6nias desenvolvidas durante sete
dias em meio BDA e depositados em cada orificio dos blocos e, em seguida vedados
com filme plastico de PVC, para evitar contaminagao externa (Fig. 6.6). Todo o
processo descrito acima foi realizado sob condicado de camara de fluxo laminar, para
evitar possiveis contaminagbes. Para cada isolado foram realizadas quatro
repeticoes e, os blocos testemunha receberam apenas discos do meio de cultura,

sem crescimento fungico.

Figura 6.6 — Discos de micélio sendo inoculados nos orificios dos blocos de madeira
de Pinus spp. (A). Detalhe da inoculagéo dos discos de micélio (B).

A incubacdo dos blocos foi sob condicbes e temperatura de

laboratério. Na avaliagdo, constatou-se a presenca ou auséncia do crescimento dos
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fungos, bem como das alteragcdes da coloracao das fibras, através da realizagao de
leituras perioddicas. Decorridos 30 dias da inoculagdo, os blocos foram analisados
externamente para verificar a presenca ou ndo de bolores. Apds essa avaliagao, os
blocos foram seccionados longitudinalmente (no sentido da espessura) e, procedeu-
se a visualizacdo da presenga de manchas ou escurecimento interno da madeira.
Quando constatada a presenga de emboloramento ou
manchamento, pequenos fragmentos dessas areas apresentando alteragdes foram
retirados, submetidos a assepsia e transferidos para o meio de cultura BDA. Ao
quarto dia de incubacdo, a 22 °C (x 2 °C) sob fotoperiodo de 12 horas, foram
confeccionadas laminas, coradas com azul de algodao, das colbnias crescidas e, as
estruturas avaliadas sob microscopio 6ptico. Nos casos em que os fungos obtidos
eram semelhantes (de mesma espécie) aos obtidos inicialmente, no isolamento do
material sintomatico coletado a campo, estes foram considerados como agentes

causais da alteragdo da madeira.

6.4.3 Comparacao da Eficiéncia e da Praticidade entre as Escalas de Notas

Propostas para a Avaliagao do Emboloramento e Manchamento

Dentre as escalas de notas existentes para a realizagcdo das
avaliagbes do percentual do cambio colonizado e, do grau de emboloramento e
manchamento da madeira, encontram-se: a escala de notas de Yang (1999),
utilizada para a avaliagdo da presenca ou auséncia de pigmentagao na colonia e de
alteragdes no meio de cultura (Tabela 6.1); a escala de Horsfall-Barrett (CAMPBELL
e MADDEN, 1990) (Tabela 6.2) e a escala de notas descrita por Henz e Cardoso
(2005) (Tabela 6.3), ambas utilizadas para a mensuragcao da superficie de madeira
colonizada por fungos emboloradores e manchadores; a escala proposta por Benko
e Highley (1990c) (Tabela 6.4), que combina o grau de superficie embolorada ou
manchada e a superficie colonizada pelos agentes e, a escala de notas proposta por
Held et al. (2003), que avalia a coloragdo do crescimento micelial e da madeira
(Tabela 6.5).
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Tabela 6.1 — Escala de notas descrita por Yang (1999)

Nota Superficie Manchada
0 N&o pegmentada
1 Pigmentacao leve
2 Pigmentagcdo moderada
3 Pesadamente pigmentada

Tabela 6.2 — Escala de Horsfall-Barrett, para percentual de cambio colonizado por
fungos pigmentadores da madeira

Notas Porcentual do Cambio Colonizado
0%
0-3%
3-6%
6-12%
12-25%
25-50%
50-75%
75-88%
88-94%

o

0 N O o0 A WDN -

Tabela 6.3 — Escala de notas descrita por Henz e Cardoso (2005)

Nota Superficie Colonizada por Fungos
0 Sem crescimento
1 Crescimento em até 10% da superficie da madeira
2 Crescimento sobre 11 a 50% da superficie
3 Mais de 51% da superficie colonizada
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Tabela 6.4 — Escala de Manchamento proposta por Benko e Highley (1990c)

Notas Sinais e Manchas

Sem mancha
sem sinais visiveis de manchamento ou fungos na superficie

Madeira ligeiramente manchada
1 pontos minusculos e individuais, com didmetro
maximo de 2 milimetros

Madeira moderadamente manchada

> ao menos um terco da superficie manchada ou com manchas em linhas em até
um meio da superficie;

mancha e/ou fungos cobrindo ao menos um tergo e até metade da superficie

Madeira pesadamente manchada
3 mais de um meio da superficie manchada;
mancha e/ou mofos cobrem mais da metade da superficie

Tabela 6.5 — Escala de notas proposta por Held et al. (2003) com modificagdes, para
avaliagao da coloragéo do crescimento micelial e da madeira

Notas Coloragao Micelial e da Madeira

Micélio branco e madeira ndao-manchada
Micélio escuro (do cinza ao negro) e madeira ligeiramente cinza
Micélio escuro e madeira tendendo ao cinza
Micélio escuro e madeira cinza escuro
Micélio negro e madeira enegrecida

D 0B~ W N -

Micélio do amarelo ao marrom e madeira amarelada

Micélio variando do vermelho ao roxo e madeira tendendo ao
rosa/roxo

\l

8 Micélio em tons de verde e madeira esverdeada

Neste experimento, para a avaliacdo do emboloramento e do
manchamento em madeira de Pinus spp. e comparagao da eficiéncia e da
praticidade das escalas, foram selecionadas trés diferentes géneros de fungos
emboloradores (Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp.) e trés de fungos

manchadores (Fusarium sp., Pestalotiopsis sp. e Lasiodiplodia sp.).
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Ao sétimo dia de cultivo dos isolados em placa de Petri com meio de
cultura BDA, foram realizadas avaliagbes quanto a presenga ou auséncia de
pigmentacao da colbnia e de alteragdes do meio de cultura, através da visualizagao
do crescimento micelial e da producdo de exudatos coloridos no meio, conforme a
escala de notas de Yang (1999). E, apdés 30 dias da inoculagdo dos blocos de
madeira de Pinus spp. com isolados de emboloradores e manchadores, conforme
descrito no item 6.4.2.3, foi realizada a mensuracdo da superficie de madeira
colonizada, segundo escalas de Horsfall-Barrett e escala de notas descrita por Henz
e Cardoso; o grau de superficie manchada e a coloragédo do crescimento micelial e
da madeira, através das escalas a escala proposta por Benko e Highley e escala de
notas proposta por Held et al., sendo para isso os blocos analisados externamente
e, apos, partidos no sentido da espessura e observados longitudinalmente. Todas as

avaliagdes foram realizadas com quatro repetigdes.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Levantamento de Madeira de Pinus spp. Apresentando Manchas e/ou

Emboloramento

No levantamento de madeiras pigmentadas, provenientes de
diferentes localidades do Estado do Parana, foi observada elevada incidéncia de
madeiras (de 10 a 30%) de Pinus spp. apresentando sintomas tipicos de
emboloramento e manchamento, principalmente naquelas recém-serradas
empilhadas e estocadas a sombra (Fig. 6.7). Oliveira et al. (1986) e Apetorgbor et al.
(2004) salientaram que, madeiras recém-serradas mantidas em locais com
temperatura entre 20 e 30 °C e, que mantenham a alta umidade natural da madeira,
sdo rapidamente colonizadas por agentes biodegradadores, devido a presenga de

grande quantidade de substancias de reserva.



93

[2)
W e
\E
i
&
S
=N
=0
-
8
k]
=
(6]
J
o
c
o

Figura 6.7 — Madeiras de Pinus spp. apresentando sintomas de emboloramento (A e
B) e manchamento (B e C), estocadas em serrarias do Estado do Parana.

F

6.5.2 Definicdo da Metodologia a Ser Empregada no Isolamento dos Fungos

Emboloradores e Manchadores da Madeira de Pinus spp.

6.5.2.1 Método de assepsia

Os dados obtidos mostram que a metodologia mais eficaz para a
assepsia e isolamento de ambos agentes causais, emboloradores e manchadores,
foi a imersdo dos corpos de prova em alcool 70% seguido pela imersdao em agua
destilada estéril, por dois minutos, o qual permitiu a recuperacao de 29,5% do total
dos fungos emboloradores obtidos e, 31,8% dos fungos manchadores. Outro método
de assepsia que se destacou foi a imersdo dos blocos de madeira em solugdo de
hipoclorito, recuperando 24,5% e 22,9% respectivamente.

As técnicas de desinfecgao superficial com alcool 70% e imersdo em
agua destilada estéril foram os menos eficientes, com resultados inferiores ao obtido
através do isolamento realizado a partir dos corpos de prova ndao submetidos a
assepsia, utilizados neste teste como testemunhas.

A partir dos corpos de prova, retirados de amostras de madeira de
Pinus spp. coletadas a campo, foram realizados assepsia dos corpos de prova
(imersdo em alcool 70%), plaqueamento de fragmentos sintomaticos em meio de
cultura BDA, isolamento de cada microrganismo desenvolvido e, inoculacédo em
blocos de madeira previamente desinfestados; ao final deste processo, observou-se
que, apo6s a incubacado dos blocos inoculados, foram recuperados 61 isolados de
fungos emboloradores e 74 isolados de fungos manchadores, totalizando assim 135

agentes causais de pigmentacéo do lenho de Pinus spp. (Tabela 6.6).
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Tabela 6.6 — Numero de isolados crescidos em meio BDA a partir de quatro diferentes
metodologias de assepsia dos corpos de prova de Pinus spp.

Método de Assepsia Emboloradores* Manchadores*

Desinfecgao superficial com alcool 70% 10 bc B 12 bc A
Imerséo em agua destilada estéril 8 c¢B 9 cA
Imersé&o em alcool 70% 18 aB 23 a A
Imersédo em solucéo de hipoclorito 15 ab B 17 ab A
Sem assepsia 10 bc B 13 bc A

CV (%) 29,17 29,88

DMS 0,55 0,68

TOTAL DE ISOLADOS 61 74

* Valores totais seguidos pela mesma letra mindscula no sentido vertical e maiuscula no sentido
horizontal n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 1% de significancia.

6.5.2.2 Meios de cultura

Ap0ds o teste preliminar, que indicou como método de assepsia mais
eficaz para o isolamento de fungos pigmentadores do lenho a imersao dos corpos de
prova em alcool 70% seguido pela imersdo em agua destilada esteéril, foi realizado
um ensaio com materiais provenientes do Estado do Parana, com a finalidade de
escolher qual o meio de cultura mais adequado para o isolamento destes
microrganismos.

Através dos isolamentos e inoculagdes em blocos de Pinus spp.
para a confirmagéo da patogenicidade, foram obtidos 111 fungos pigmentadores do
lenho de Pinus spp., sendo que destes 61 eram agentes causais do emboloramento

e 50 do manchamento (Tabela 6.7).
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Tabela 6.7 — Numero de isolados de fungos emboloradores e manchadores
recuperados de madeira de Pinus spp. em cinco diferentes meios de cultura

Meios de Cultura Isolados Isolados
Emboloradores** Manchadores**
Meio de Martin modificado* 8 cd A 7 bB
Meio batata dextrose agar (BDA) 16 b A 12 b B
Meio extrato de malte-agar 3% 25 a A 21 a B
Meio agar-agua acidificado 2 dB 4 b A
Meio de extrato de tomate 10 bc A 6 bB
CV (%) 34,78 50,07
DMS 0,6578 0,8273
TOTAL DE ISOLADOS 61 50

* Foram confeccionadas 10 placas de Petri com Meio de Martin e, estas foram incubadas somente no
escuro. ** Valores totais seguidos pela mesma letra mindscula no sentido vertical e maiusculas no
sentido horizontal ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 1% de significancia.

O meio de cultura mais eficiente para o isolamento de ambos
agentes causais foi o de extrato de malte-agar 3%, o qual permitiu a recuperagao de
40,9% do total dos emboloradores e 42% dos manchadores; o segundo meio mais
eficiente foi o BDA, com 26,2% e 24%, respectivamente; seguido do meio de extrato
de tomate, com recuperacao de 16,3% dos emboloradores e 12% dos manchadores;
o meio de Martin, por 13,1% e 14% e, o meio de agar-agua acidificado foi menos

eficiente, com apenas 3,2% e 8%, respectivamente (Fig. 6.8).
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Figura 6.8 — Fragmentos de corpos de prova plaqueados em meio de Martin (A), BDA
(B), extrato de malte-agar 3% (C), agar-agua acidificado (D) e extrato de tomate (E),
incubados durante dez dias, para isolamento de fungos manchadores e
emboloradores da madeira de Pinus spp.

O meio de cultura extrato de malte-agar 3% foi, entdo, considerado
padrdo, por garantir melhores resultados no isolamento de emboloradores e
manchadores, para as condigdes em que foi realizado este trabalho. Como 67,2%
dos fungos emboloradores e 58% dos fungos manchadores foram obtidos em
condi¢cdes normais, expostos a periodos alternados de claro e escuro, elegeu-se o

fotoperiodo de 12 horas como melhor (Fig. 6.9).
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Figura 6.9 — Blocos de madeira de Pinus spp. inoculados com fungos, apresentando
sintomas de emboloramento (A) e manchamento (B). Testemunha ndo inoculada
(C).

Os resultados obtidos permitem indicar como assepsia mais eficaz a
imerséo dos corpos de prova em alcool 70% seguido por imersdo em agua destilada
estéril, por dois minutos; como meio de cultura, o extrato de malte-agar 3% e, para a
incubacgao de fungos manchadores e embolorados, quer em placas ou inoculadas na
madeira de Pinus spp., o fotoperiodo de 12 horas; estes resultados servem como
base para a elaboragdo de um protocolo eficiente para o isolamento dos fungos

emboloradores e manchadores a partir da madeira de Pinus spp.

6.5.3 Comparacao da Eficiéncia e da Praticidade de Escalas de Notas para a

Avaliagao do Emboloramento e Manchamento

Com base na avaliagdo de trés diferentes géneros de fungos
emboloradores (Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp.) e trés
manchadores (Fusarium sp., Pestalotiopsis sp. e Lasiodiplodia sp.), crescidos em
meio de cultura BDA, verificou-se que a presencga de pigmentagao da colbnia e as
alteragdes do meio de cultura, observados no verso das placas, ndo sdo caracteres
determinatérios para a classificagdo de fungos, quer como agentes de
emboloramento ou manchamento, o que leva a concluir que a escala de notas

descrita por Yang (1999) ndo deve ser o unico parametro empregado quando da
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classificagdo de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp.
Entretanto, esta pode ser util quando da diferenciagao entre isolados de fungos
previamente reconhecidos como causadores de pigmentacéo do lenho.

A escala de Horsfall-Barrett (CAMPBELL e MADDEN, 1990), embora
apresente uma escala bem definida, o que possibilita distinguir os diferentes
percentuais de cambio colonizado e, baseado neste, a definicdo de quais cepas sao
mais ou menos agressivas dentro de uma mesma espécie, possui valores (em
percentuais) dificeis de serem distinguidos a olho nu. Para que o uso desta escala
nao leve a erros experimentais, exige-se que a avaliacdo seja realizada por
pesquisador bem preparado e experiente, ou entdo através de software de
computador, capaz de digitalizar a imagem dos blocos sintomaticos e calcular
precisamente a area colonizada pelos fungos emboloradores e manchadores.

As escalas de notas propostas por Henz e Cardoso (2005) e Benko
e Highley (1990c) sédo proximas a escala de Horsfall-Barrett, entretanto estas séo
simplificadas e mais faceis para emprego em grandes experimentos. Outra
vantagem da escala de Benko e Highley é que ela correlaciona a superficie
colonizada pelos fungos com a area da madeira que apresenta pigmentagao,
permitindo a classificacdo da madeira em nao manchada e ligeiramente,
moderadamente ou pesadamente manchada.

A escala de notas proposta por Held et al. (2003), a qual avalia a
coloragao do crescimento micelial e da madeira é extremamente util. Embora tendo
como ponto negativo a necessidade de se desenvolver o agente causal em meio de
cultura e inocular na madeira, verificando assim a producdo ou nao sintomas, ela
indica precisamente se o fungo em avaliacdo é ou ndo agente causal de
pigmentacao do lenho e, auxilia na classificagcdo da coloragdo da madeira, carater

estes ndo mensionado em outras escalas (Tabela 6.8).
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Tabela 6.8— Avaliagdo de fungos emboloradores e manchadores da madeira de
Pinus spp., segundo escalas de notas existentes para determinagdo do grau de
pigmentacao de placas e madeiras, superficie colonizada e da coloragdo do micélio
e da mancha induzida na madeira

Notas

Géneros Yang Horsfall- Henz e Benko e Held

Placa’ Bloco? Barrett Cardoso Highley et al.

Aspergillus sp. 0 2 4 2 3 3
Penicillium sp. 0 2 4 2 2 8
Trichoderma sp. 1 3 6 3 3 8
Fusarium sp. 3 3 6 3 3 7
Lasiodiplodia sp. 3 3 7 3 3 5
Pestalotiopsis sp. 1 3 8 3 3 3

' — Placas de Petri contendo meio de cultura BDA
2 _ Blocos de madeira de Pinus spp. assintomaticos

Conclui-se, pelas avaliagdes, que as escalas de Benko e Highley e
de Held et al., quando utilizadas em conjunto, podem ser as mais indicadas para a
determinagdo de um fungo como agente causal de pigmentagédo do lenho de Pinus
spp., ou na avaliagdo de experimentos onde se pretende caracterizar o
emboloramento/manchamento e diferenciar isolados, pelo fato de tornarem as

avaliagdes do experimento mais faceis, praticas e seguras.

6.5.4 Protocolo para Isolamento de Fungos Emboloradores e Manchadores da

Madeira de Pinus spp.

6.5.4.1 Objetivos

Estabelecer os procedimentos utilizados para o isolamento fungos
emboloradores e manchadores, a partir de amostras sintomaticas de madeira de
Pinus spp., e padronizar o uso de escalas de notas para a avaliagao da capacidade
da colonizacdo e pigmentacdo da madeira por estes agentes, em condi¢coes

brasileiras.
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6.5.4.2 Material necessario

Reagentes

« Alcool comercial diluido 70%

o Agar

« Agar bacteriolégico

« Agua destilada estéril

« Agua do cozimento de batata filtrada (250 g de batata para 1 | de agua)
o Dextrose

» Extrato de malte

e Glucose

o Peptona

« Solugédo de hipoclorito (100 ml de agua destilada para 20 ml de hipoclorito

comercial)
Outros
« Alga de platina; « Microscopio 6ptico
« Balanca; « Oleo de imersao
« Becker de 500 ml e de 1 |; « Papel filtro estéril
« Camara de crescimento; « Pinga;
« Corante azul de algodao o Proveta de 500 ml;
« Etiqueta de identificagao; « Régua de 15 cm
« Estilete « Sacos de papel Kraft;
« Filme plastico de PVC; « Serra para madeira ou formao;
o Fluxo laminar; « Blocos de Pinus spp. com 5 x4 x2,5
« Furadeira; cm de espessura;
« L&mina « Placas de Petri contendo meios de
« Laminula cultura extrato de malte-agar 3% e

« Madeira de Pinus spp. sintomatica; BDA.
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6.5.4.3 Procedimento

Isolamento do agente causal de emboloramento ou manchamento

1. A partir de toras ou madeira serrada de Pinus spp. apresentando alteragdes
na coloragdo natural, demarque uma area sintomatica livre de sujeiras e
contaminantes;

2. Com o auxilio de uma serra ou forméao, retire desta area corpos de prova de
aproximadamente 5 x 5 x 2 cm;

3. Acondicione as amostras em sacos de papel tipo Kraft, identificando a
procedéncia do material, sintomas encontrados e data da coleta;

4. Em fluxo laminar, imergir o corpo de prova em alcool 70% e, apds, em agua
destilada estéril a temperatura ambiente, por 2 minutos;

5. Com o auxilio de uma pinga, depositar o corpo de prova sobre folhas de papel
filtro estéril, para retirar o excesso de agua;

6. ApOs secos, retirar dos corpos de prova pequenos fragmentos de
aproximadamente 1,5 x 1 cm da area sintomatica, com o auxilio de um
estilete estéril;

7. Depositar o fragmento no centro de uma placa de Petri contendo meio de
cultura extrato de malte-agar 3%;

8. Incubar o material em camara de crescimento a 22 °C (x 2 °C), sob
fotoperiodo de doze horas, durante dez dias;

9. Apods o periodo de incubagdo, com o auxilio de uma alga de platina estéril,
realizar a repicagem das coldnias, crescidas sobre o meio de cultura e sobre
o fragmento de madeira, individualmente para placas de Petri contendo o
meio BDA;

10.Incubar o material durante sete dias, a 22 °C (x 2 °C) e fotoperiodo de doze
horas;

11.No sexto dia de incubagcdo do material isolado, proceder a confeccédo de
blocos de madeira assintomatica de Pinus spp. (dar preferéncia para
madeiras recém-serradas). Para isso, cortar pequenos blocos com 5 x 4 x 2,5
cm de espessura e, com o auxilio de uma furadeira, perfurar dois pontos

equidistantes, com 0,8 cm de didametro e 1,25 cm de profundidade;
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12.Em fluxo laminar, realizar a assepsia destes blocos através da imersdo em
alcool 70%, seguido de agua destilada estéril em temperatura ambiente, por 2
minutos e, em seguida, deposita-los sobre folhas de papel filtro estéril;

13.Manter os blocos em fluxo laminar, sobre luz ultravioleta, pelo periodo de oito
a dez horas;

14.Inocular dois discos de micélio de aproximadamente 0,8 cm de diametro,
provenientes de isolado cultivado em meio BDA por sete dias, em cada um
dos orificios do bloco de madeira, tendo o cuidado de manter o micélio
voltado para o interior dos orificios;

15.Vedar os orificios com filme plastico de PVC, para evitar contaminacao
externa, e identificar os blocos com o cédigo do isolado inoculado;

16.Incubar os blocos em condi¢des de laboratdrio de fitopatologia, a temperatura
ambiente, por 30 dias;

17.Apo6s este periodo, analisar o bloco externamente e internamente (utilizar
serra para partir os blocos no sentido longitudinal), visando verificar a
presenca de fungos emboloradores ou manchadores ou a presenga de
emboloramento ou manchamento;

18.Caso seja constatada a presenca de bolor ou de manchador, repetir os
passos descritos nos itens 4 a 8;

19.Apéds a incubacgao durante quatro a sete dias, dependendo da velocidade de
crescimento do fungo em questéo, confeccionar laminas com azul de algodao,
glicerina ou agua e alcool para a visualizagdo em microscopio optico;

20.Comparar o isolado obtido com o primeiro isolado, obtido através do
isolamento de madeira de Pinus spp. sintomatica coletada a campo;

21.Caso os dois isolados apresentem as mesmas caracteristicas, ou seja,
pertengam a mesma espécie, esta entdo € considerada agente causal do
sintoma observado (fungo embolorador ou manchador).

22. Se necessario determinar a extensao da area colonizada pelo fungo ou area
embolorada/manchada, utilizar a Escala de Manchamento proposta por Benko
e Highley (1990c), caso deseje classificar o agente causal ou a pigmentacao
através da coloragéo produzida, utilize a Escala de notas proposta por Held et
al. (2003).
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6.6 CONCLUSOES

O método mais eficaz para o isolamento de fungos emboloradores e
manchadores do lenho de Pinus spp., em condigdes brasileiras, sdo assepsia do
material sintomatico através da imersdo em alcool 70%, seguido por lavagem em
agua destilada esterilizada, por dois minutos; plaqueamento de fragmentos de
madeira em meio extrato de malte-agar 3% e, incubacéao a 22 °C (x2 °C) por 10 dias.

Para a avaliagdo da capacidade de colonizagdo do fungo sobre a
madeira e da capacidade de pigmentacao, isolados de fungos pigmentadores devem
ser inoculados em corpos de prova de Pinus spp. €, apos 30 dias, avaliados através
da Escala de Manchamento de Benko e Highley (1990c) e da Escala de notas

proposta por Held et al. (2003).
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7 ARTIGO C- OCORRENCIA E |IDENTIFICAGAO DE FUNGOS
EMBOLORADORES E MANCHADORES DA MADEIRA DE Pinus spp. NOS
ESTADOS DO PARANA, SANTA CATARINA E SAO PAULO.

7.1 RESUMO

Fungos emboloradores e manchadores causam pigmentagdo na madeira devido a
presenca de esporos pigmentados e hifas pigmentadas ou hialinas, que secretam
substancias coloridas; a presencga desse tipo de alteracdo na madeira de Pinus spp.
pode acarretar em perdas econOmicas para a industria madereira, pois estas
diminuem o valor estético e comercial de toras utilizadas para a produgcdo de
madeira serrada e de papel. Com o objetivo de verificar a ocorréncia de fungos
emboloradores e manchadores, através de uma busca sistematica por madeiras
sintomaticas em patios de serrarias localizadas nos Estados do Parana, Santa
Catarina e Sao Paulo, foi realizado o isolamento em meio extrato de malte-agar, a
identificacdo e caracterizagdo destes agentes causais e, avaliagbes quanto a
coloracao e a superficie de madeira pigmentada. A partir do material coletado foram
obtidos 165 agentes causais da pigmentacdo do lenho, sendo 87 isolados
causadores de emboloramento e 78 causadores de manchamento. Apds a
averiguacgao dos principais géneros, com base na incidéncia, foram identificados os
emboloradores Trichoderma spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp.; e, 0s
manchadores Epicoccum spp., Fusarium spp., Lasiodiplodia spp., Paecilomyces spp.

e Pestalotiopsis spp.

Palavras-chave: Azulamento. Isolamento. Teste de patogenicidade. Penicillium.

Trichoderma. Fusarium. Lasiodiplodia. Pestalotiopsis.

7.2 ABSTRACT

Mold and stain fungi causes pigmentation in the wood due to presence of pigmented

or hyalines spore and hyphas, that can eliminate colorful substances; the presence of

these alterations in the pinus wood can cause economic losses for the wood industry,
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therefore it diminishes the aesthetic and commercial value of the logs used for the
production of sawed wooden and paper. With the objective to verify the occurrence of
mold and staining fungi, through a systematic search for symptomatic wood in garth
of wood industry of the States of Parana, Santa Catarina and Sao Paulo, was carried
through the isolation and the identification of the causal agents of staining and
evaluations of the potential of coloration and molding in the wood surface. From the
collected material, 165 causal agents of the pigmentation of the log were obtained,
being 87 isolated causers of mold and 78 causers of stain. After this, based on the
incidence, the mold genera Trichoderma, Penicillium and Aspergillus and, the stain
genera Epicoccum, Fusarium, Lasiodiplodia, Paecilomyces and Pestalotiopsis were
identified.

Keywords: Blue stain. Isolation. Patogenicity test. Penicillium. Trichoderma.

Fusarium. Lasiodiplodia. Pestalotiopsis.

7.3 INTRODUGAO

Existem aproximadamente 130 espécies de fungos causadores de
pigmentacdo do lenho, usualmente denominados fungos emboloradores e
manchadores (ABRAHAM et al.,, 1997; JANKOWSKY, 1990b). Sob condigbes
favoraveis de temperatura e umidade, a maioria das espécies vegetais € suscetivel
ao ataque de fungos xiléfagos e, entre essas, encontram-se as espécies de Pinus
spp. (SALES-CAMPOS et al., 2000).

A infeccdo da planta por fungos emboloradores e manchadores pode
ocorrer antes do abate ou durante as etapas de corte, transporte, desdobramento,
armazenamento e da utilizagdo final (FURTADO, 2000). Em geral estes fungos s&o
0s primeiros a colonizar as arvores recém-abatidas, devido a elevada umidade
(OLIVEIRA et al., 1986) e, da grande quantidade de substancias de reserva dos
quais se nutrem, como hidratos de carbono simples, acidos graxos, triglicerideos e
outros componentes do alburno (OLIVEIRA et al., 1986, BLANCHETTE et al., 1992;
FARRELL et al., 1993; WANG et al., 1995).

Estes agentes causais sao encontrados, com maior freqiéncia, em

toras recém-serradas e em pecas de madeira serrada e estocada; sdo comuns em



106

arvores senescentes nao abatidas e em madeiras atacadas pela vespa da madeira
(Sirex noctilio) (TALBOT, 1977).

Os emboloradores causam descoloracbes de aspecto difuso,
pulverulento ou algodoado na superficie da madeira, embora as hifas possam
penetrar profundamente na mesma, as manchas superficiais podem ser facilmente
removidas através da escovacado ou aplainamento (HIGHLEY, 1999; FURTADO,
2000; OLIVEIRA et al.,, 1986). Os manchadores se desenvolvem nas células
parénquimais do alburno e, suas hifas colonizam células do parénquima radial
(FURTADO, 2000), gerando uma descoloragédo no alburno; esta pode ser observada
em cortes transversais, distribuida radialmente (ZINK e FENGEL, 1988;
BLANCHETTE et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1986).

Estes agentes biodeterioradores da madeira de Pinus spp. estdo
relacionados com a redugdo na resisténcia ao impacto e a flexdo (SCHEFFER,
1973; OLIVEIRA et al., 1986) e, a0 aumento na permeabilidade, fato estes que
prejudicam a absorg¢ao de preservativos e restingem seu uso (OLIVEIRA et al., 1986;
FURTADO, 2000). Podem ainda acarretar perdas econdémicas para a industria
madeireira, pois a pigmentagao diminui principalmente o valor estético e comercial
da madeira (SEIFERT, 1993; HANADA et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia e identificar a
acao de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp., em

serrarias localizadas nos Estados do Paranda, Santa Catarina e Sdo Paulo.

7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1 Levantamento de Madeira de Pinus spp. Apresentando Pigmentagcao

Para verificar a ocorréncia de fungos emboloradores manchadores
da madeira de Pinus spp. nos Estados do Parana, Santa Catarina e Sao Paulo
foram coletadas, no ano de 2005, amostras de toras e madeiras serradas
(submetidas ou ndo a secagem) apresentando alteragdes na coloragdo natural da
madeira, sintomas tipicos de emboloramento e manchamento (Fig. 7.1 e 7.2) em
madeiras armazenadas em patios de serrarias e na Cooperativa Central de Pesquisa

Agricola (COODETEC — Cascavel). Estas foram entao divididas em quatro lotes,
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conforme o local de procedéncia (Tabela 7.1).

' ‘Fonte: Cristiane Moreno Martins

/ 1 i PR " .
Figura 7.1 — Tora (A) e madeira serrada (B) de Pinus spp. apresentando alteragao na
coloragao natural, sintoma tipico de emboloramento superficial.

Figura 7.2 — Madeira serrada de Pinus spp. apresentando alteragdo na coloragao
natural, sintoma tipico de manchamento.

Tabela 7.1 — Local de origem das amostras de madeira de Pinus spp. com sintomas
caracteristicos de emboloramento e manchamento

Lotes Origseinmt::‘ a!‘\:liz:;c;eira Numero de Amostras Nﬁm\t;;’;t:z:sétios
01 PARANA — Londrina 6 3
02 PARANA — Cascavel 2 2
03 SANTA CATARINA 2 2
04 SAO PAULO 5 2

Para a realizagcdo de avaliacbes em laboratério e isolamento dos
agentes causais dessa alteragao, foram coletados dos materiais sintomaticos corpos
de prova, com dimensdes de 5 x 5 x 2 cm, com o auxilio de uma serra (Fig. 7.3) e,
estes acondicionados em sacos de papel tipo “kraft”, identificados e levados ao

laboratério de Fitopatologia, da Universidade Estadual de Londrina.
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Figura 7.3 — Remoc&o dos corpos de prova de madeiras apresentando sintomas
tipicos de manchamento (A e B). Em detalhe, corpo de prova (C).

7.4.2 Isolamento dos Fungos Pigmentadores da Madeira de Pinus spp.

Para o isolamento dos possiveis fungos emboloradores e
manchadores, os corpos de prova foram desinfestados através da imersao em alcool
70%, seguido por lavagem em agua destilada estéril, ambos por dois minutos, e
dispostos sobre papel de filtro estéril, para retirada do excesso de agua. Na
sequéncia, pequenos fragmentos de madeira de 1,5 x 1 cm foram retirados dos
corpos de prova com o auxilio de um estilete e, depositados ao centro de placas de
Petri sobre o meio de cultura extrato de malte-agar 3% (Fig. 7.4); apds, este material

foi incubado a temperatura ambiente por dez dias.

Figura 7.4 — Corpo de prova (A). Fragmento retirado de corpo de prova e plaqueado
em meio de cultura extrato de malte-agar 3% (B).

Neste experimento foram utilizados cinco corpos de prova de cada
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amostra (Tabela 7.1), sendo plaqueados quatro fragmentos por corpo de prova,
totalizando 300 placas. A incubagao se deu em camaras de crescimento tipo BOD, a
temperatura de 22 °C ( 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas, por 20 dias.

Colbnias desenvolvidas sobre o meio de cultura e fragmentos de
madeira foram isoladas para placas de Petri contendo meio de cultura batata
dextose agar (BDA), através de repicagens periddicas e, incubadas em camaras de
crescimento sob fotoperiodo de 12 horas, a 22 °C (x 2 °C), visando a obtencéo de

colbnias puras (Fig. 7.5).
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Figura 7.5 — Crescimento fungico sobre meio de cultura extrato de malte-agar 3% e
fragmento de madeira de Pinus spp., apos incubacao por dez dias (A). Isolamento
do fungo crescido sobre o meio de cultura (B) e fragmento de madeira (C) em meio
BDA.

Apds a obtencdo de colbnias puras, os isolados foram repicados
para tubos de ensaio contendo BDA inclinado e, mantidos a 18 °C (x 2 °C), para
identificacdo dos mesmos; este processo foi realizado em duplicata.

Para confirmar que os isolados obtidos, através da metodologia
descrita acima, eram agentes do emboloramento e manchamento de Pinus spp.,
procedeu-se a inoculacdo destes em blocos de madeira assintomaticos, com
dimensbes de 5 x 4 x 2,5 cm de espessura, previamente perfurados em dois pontos
equidistantes, com o auxilio de furadeira, tendo cada orificio 0,8 mm de didmetro e
1,25 cm de profundidade. A assepsia dos blocos se deu através da imersdao em
alcool 70% e, em seguida, em agua destilada estéril, ambos por 2 minutos, e
deposicao destes sobre folhas de papel filtro estéril para retirada do excesso de
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agua (Fig. 7.6).

Fonte: Cristiane Moreno Martins

Figura 7.6 — Confeccdo dos blocos de madeira de Pinus spp. (A e B). Assepsia dos
blocos através da imersao em alcool 70% e secagem sobre papel filtro (C e D).

Na seqléncia, cada orificio dos blocos de madeira de Pinus spp. foi
inoculado com dois discos de micélio de 0,8 cm de diametro, retirados de colbnias
desenvolvidas durante sete dias em meio BDA, sendo entdo vedados com filme

plastico de PVC para evitar contaminagao externa (Fig. 7.7).

Fonte: Cristiane Moreng Martins

Figura 7.7 — Preparacao dos discos de micélio (A). Detalhe da inoculagao dos discos
de micélio em blocos de madeira de Pinus spp. (B e C).

O processo descrito acima foi realizado sob condicdo de fluxo
laminar, para evitar possiveis contaminagdes. Para cada isolado foram realizadas

quatro repeti¢cdes, sendo que a testemunha recebeu apenas discos do meio de
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cultura estéril.

A incubacgao ocorreu sob condi¢cdes e temperatura de laboratorio de
fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina. Para verificagdo da presenga ou
auséncia do crescimento dos fungos, foram realizadas leituras periddicas e, apos
trinta dias, os blocos foram analisados externamente e internamente, para verificar a
presenga ou nao de emboloramento e manchamento.

A partir da visualizacdo de alteragdes na coloracdo dos blocos e,
para comprovar que os isolados fungicos s&o causadores de emboloramento e
manchamento, foram realizados novos isolamentos a partir da area pigmentada
destes blocos, sendo os fungos obtidos comparados macro e microscopicamente

aos inoculados nos blocos.

7.4.3 Identificacido dos Isolados Causadores de Emboloramento e

Manchamento

Esta etapa do trabalho foi realizada na Universidade Federal de
Lavras — UFLA, Minas Gerais, nos Laboratérios de Sistematica e Ecologia de fungos
e Patologia Florestal, com o apoio e orientagao do Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning.

A identificagdo dos agentes causais de emboloramento e
manchamento da madeira de Pinus spp. foi realizada com base nas caracteristicas
macro e microscopicas dos isolados. Fungos cultivados em meio BDA e extrato de
malte-agar 3% foram observados macroscopicamente, verificando-se o aspecto da
colbénia, a coloracdo e da taxa de crescimento e, ao microscopio estereoscopico
foram observadas a presenga ou nao de estruturas especializadas e o aspecto
morfoldgico das hifas.

Para a observagdo das estruturas reprodutivas (sexuais e
assexuais), disposicdo e septacdo de hifas e, demais estruturas e detalhes
particularmente importantes na delimitacdo das espécies, foram confeccionadas
laminas semipermanentes, preparadas com agua e glicerol ou corante azul de
algodao, e estas observadas ao microscépio Optico. Através dessas avaliagdes foi
possivel determinar o género dos isolados.

Para a confirmagdo das espécies, fungos do género Trichoderma

foram cultivados em meio AO; os do género Penicillium, nos meios diferenciadores
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CYA, G25N e MEA; isolados do género Fusarium foram cultivados em meio SNA e,
os dos géneros Lasiodiplodia e Epicoccum, em meio OA.

Ao final, as caracteristicas pertinentes a cada um dos fungos foram
comparadas com as descritas em bibliografia especializada (KIRK et al., 2001;
ELLIS, 1993; KLICH, 2000; PITT, 2000; SAMSON, 1974; RIFAI, 1969; BISSETT,
1984; NAG RAJ, 1993; BARNETT e HUNTER, 1972).

7.4.4 Teste da Capacidade de Pigmentagao /n Vitro e In Natura

7.4.41 In vitro: Capacidade de fungos emboloradores e manchadores em

induzir pigmentagao no meio de cultura

Neste experimento os isolados foram repicados para placas de Petri
contendo meio BDA e incubados, em cédmara de crescimento tipo BOD, a 22 °C (+ 2
°C), sob fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo ocorreu apds sete dias, com a
verificacdo de alteragdes na coloragdo do meio de cultura, como através da
presenga ou nao de exudagao de substancias coloridas, observando-se o verso das
placas e utilizando-se da escala de notas descrita por Yang (1999) (Tabela 7.2).

Foram avaliadas quatro replicatas para cada isolado.

Tabela 7.2 — Escala de notas descrita por Yang (1999)

Nota Superficie Manchada
0 Nao pegmentada
1 Pigmentacao leve
2 Pigmentagcao moderada
3 Pesadamente pigmentada

7.4.4.2 In natura: Capacidade de fungos emboloradores e manchadores em

induzir pigmentagcao em blocos de madeira de Pinus spp.

Blocos de madeira de Pinus spp., previamente perfurados em dois

pontos equidistantes e desinfectados através da imersdo em alcool 70% e agua



113

destilada estéril por 2 minutos, foram depositados sobre folhas de papel filtro estéril
para remogao do excesso de agua, conforme metodologia descrita no item 7.4.2. Em
condigbes assépticas, dois discos de micélio foram retirados de col6nias dos fungos
emboloradores e manchadores em estudo e transferidos para os orificios dos blocos,
sendo estes em seguida vedados com filme de PVC. Este processo foi realizado
com quatro repeticdes por isolado.

A incubagédo ocorreu sob condigdo de laboratério de fitopatologia,
durante trinta dias e, apos este periodo, os blocos foram avaliados visualmente, com
a finalidade de quantificar a ocorréncia de emboloramento e manchamento. Para a
mensuragcdo da intensidade da pigmentagcdo da madeira, utilizou-se a Escala de
notas descrita por Yang (1999) (Tabela 7.2); para quantificar a superficie de madeira
colonizada por fungos emboloradores e manchadores, foi utilizada a Escala de notas
descrita por Henz e Cardoso (2005) (Tabela 7.3); para determinar o grau de
emboloramento e manchamento e a superficie recoberta pelo fungo, utilizou-se a
escala proposta por Benko e Highley (1990) (Tabela 7.4); e, para a avaliagdo da
coloracéo do micélio e da pigmentagdo da madeira, usou-se a escala proposta por
Held et al. (2003) (Tabela 7.5).

Tabela 7.3 — Escala de notas descrita por Henz e Cardoso (2005)

Nota Superficie Colonizada por Fungos
0 Sem crescimento
1 Crescimento em até 10% da superficie da madeira
2 Crescimento sobre 11 a 50% da superficie
3 Mais de 51% da superficie colonizada

Tabela 7.4 — Escala de Manchamento proposta por Benko e Highley (1990c)

Notas Sinais e Manchas
0 Sem mancha: sem sinais visiveis de manchamento ou fungos na superficie
y Madeira ligeiramente manchada: pontos minusculos e individuais, com didmetro

maximo de dois milimetros

Madeira moderadamente manchada: ao menos um tergo da superficie manchada
2 ou com manchas em linhas em até um meio da superficie; mancha e/ou fungos
cobrindo ao menos um terco e até metade da superficie

3 Madeira pesadamente manchada: mais de um meio da superficie manchada;
mancha e/ou mofos cobrem mais da metade da superficie
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Tabela 7.5 — Escala de notas proposta por Held et al. (2003) com modificagées, para
avaliagdo da colorag&o do crescimento micelial e da madeira

Notas Coloragao Micelial e da Madeira

Micélio branco e madeira ndo-manchada
Micélio escuro (do cinza ao negro) e madeira ligeiramente cinza
Micélio escuro e madeira tendendo ao cinza
Micélio escuro e madeira cinza escuro
Micélio negro e madeira enegrecida
Micélio do amarelo ao marrom e madeira amarelada
Micélio variando do vermelho ao roxo e madeira tendendo ao rosa/roxo

0 N O O~ WDN -

Micélio em tons de verde e madeira esverdeada

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do levantamento de madeiras pigmentadas, provenientes de
serrarias localizadas nos Estados do Parana, Sao Paulo e Santa Catarina, verificou-
se a ocorréncia de madeiras serradas de Pinus spp. apresentando sintomas tipicos
de emboloramento e manchamento, principalmente em madeiras recém-serradas,
empilhadas e mantidas a sombra. Segundo Highley (1999), este ambiente pode
propiciar condi¢bes de umidade e temperatura faturaveis para o desenvolvimento
dos microrganismos emboloradores; Galvdo e Jankowsky (1985) relataram que o
ataque destes microrganismos a toras e pecas recém-cortadas ou madeiras

expostas em ambiente com alta saturacdo de umidade € comum.

7.5.1 Isolamento dos Fungos Pigmentadores da Madeira de Pinus spp.

Durante o processo de isolamento, buscou-se obter o maior numero
possivel de isolados; sendo obtidos 248 isolados fungicos. Entretanto, apés a
inoculacéo deste isolados em blocos de madeira de Pinus spp. e re-isolamento, para
comparagao macro e microscopica dos isolados, verificou-se que apenas 165 sao
causadores da pigmentagao da madeira e, destes, 87 isolados foram caracterizados
como emboloradores e, 78 caracterizados como manchadores (Fig. 7.8). Fato este

comum, uma vez que além dos emboloradores e manchadores, uma vasta gama de
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microrganismos pode estar presente na madeira serrada, ou até mesmo em arvores
vivas, como € o caso de fungos decompositores e fungos saprofiticos (FURTADO,
2004).

Figura 7.8 — Blocos de madeira de Pinus spp. inoculados com fungo causador de
emboloramento (A) e com fungo causador de manchamento (B) e, testemunha nao
inoculada (C).

7.5.2 Identificagao dos Isolados Causadores de Emboloramento e

Manchamento

7.5.2.1 Fungos emboloradores

ApoOs a averiguagdo das caracteristicas miceliais, coloragao da
colbnia, visualizagdo dos isolados sobre o microscépio estereoscédpico e optico e,
cultivo em meios diferenciais, foram identificados os géneros mais representativos
dos fungos emboloradores.

Através da identificacdo dos isolados, observou-se que dos 87
isolados pigmentadores, 50 isolados s&o agentes causais de emboloramento de
coloracao verde; apresentam colénias de crescimento rapido; conidioforos livres e
ramificados; conidios arredondados e nao catenulados, dispostos radialmente no
apice do conidiéforo e com coloragbes hialinas e verdes, o que demonstrou que
estes isolados pertenciam ao género Trichoderma. Com base nas caracteristicas
especificas de cada um dos isolados, foram identificadas as espécies T. atroviride
(Fig. 7.9), T. harzianum, T. pseudokoningii e T. viride (RIFAI, 1969; BISSETT, 1984;
SILVEIRA, 1995).
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Figura 7.9 — Isolado do fungo Trichoderma atroviride, causador de emboloramento.
Aspecto da colénia em meio BDA (A). Regido em esporulagéo (B).

Onze isolados formavam colbnias de coloracdo verde escura e
continham conidios pequenos, unicelulares, hialinos e catenulados, produzidos em
fidlides na extremidade de conidiéforos longos, indicando que estes isolados
pertencem ao género Penicillium. Entre as espécies encontradas estdo P. citrinum
(Fig. 7.10) e P. lividum (PITT, 2000; KIRK et al., 2001).

Figura 7.10 — Isolado do fungo Penicillium citrinum, causador de emboloramento.
Conidioforo e conidios (A). Exudagao micelial (B). Aspecto da col6nia em meio BDA
(C).

Outros dez isolados apresentavam col6nias com pontuag¢des negras;
conidiéforos eretos, simples e longos, com dilatagao lateral em forma de vesicula;

conidios diminutos, unicelulares, hialinos e catenulados, produzidos em fialides,
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caracteristicas tipicas do género Aspergillus e, da espécie A. niger (Fig. 7.11)
(ELLIS, 1993; SCHUSTER et al., 2002).

20 1

Fonte: . o Martins

Figura 7.11 — Isolado do fungo embolorador Aspergillus niger.

Os trés géneros acima citados, Trichoderma, Penicillium e
Aspergillus, da classe-forma Hyphomycetes, sdo saprofitas e cosmopolitas, sendo
anteriormente citados por Furtado (2000) como agentes causadores de
manchamento superficial.

As espécies Trichoderma harzianum, T. pseudokonigii e T. viride,
encontradas causando emboloramento em madeiras de Pinus spp. nos estados do
Parana, Sao Paulo e Santa Catarina, também foram descrita por Hanada et al.
(2003) como sendo responsaveis pelo emboloramento de 12 espécies vegetais no

estado do Amazonas.

7.5.2.2 Fungos manchadores

Durante a identificacdo dos fungos manchadores foi observado que,
dos 78 isolados pigmentadores, trés isolados causavam pontuagdes negras na
madeira e, possuiam conidio formado por cinco células, sendo as trés centrais com
deposicdo de melanina; sendo ainda relatada a presenca de dois a trés apéndices
acrégenos, sem ramificagdo, caracteristicos do género Pestalotiopsis, espécie P.
palustris (Fig. 7.12) (NAG RAJ, 1993).
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Figura 7.12 — Isolado do fungo Pestalotiopsis palustris, causador de manchamento.
Conidios e apéndices apicais (A). Aspecto da colénia em meio de cultura BDA (B).
Exudato (C).

Mesquita et al. (2006) relatou o fungo Pestalotiopsis spp. como
causador de manchamento na madeira de Eucalyptus, bem como o resultado deste
trabalho, que confirmou Pestalotiopsis palustris como agente de manchamento da
madeira de Pinus spp.

Verificou-se que 46 isolados apresentavam picnidios com
esporulacdo abaixo do micélio, esporos escuros com duas células, caracteristicos do
género Lasiodiplodia, espécie L. theobromae (Fig. 7.13) (FURTADO, 2000; KIRK et
al., 2001).

Fonte: Cristiane Moreno Martins

Figura 7.13 — Isolado do fungo Lasiodiplodia theobromae, causador de manchamento.
Exudato liberado pelo picnidio (A). Aspecto da colénia em meio de cultura BDA (B).
Células conidiogénicas e conidios (C).
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O fungo Lasiodiplodia theobromae encontrado neste estudo e
classificado como manchador da madeira de Pinus spp., foi anteriormente relatado
como agente causal da mancha azul na Africa, Brasil e Venezuela, por Encinas
(1996) e Aleman B. (2003).

Em 10 isolados foi observada uma coloragao micelial variavel do
amarelo ao alaranjado, presenca de fedsporos, conidios continuos e esporodéquios
pontiformes, além da presenca de cleistotécio, indicando que estes representavam o
género Epicoccum, espécie E. purpurascens (Fig. 7.14) (ELLIS, 1993; SILVEIRA,
1995).
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Figura 7.14 — Isolado do fungo manchador Epicoccum purpurascens. Conidios (A).
Aspecto da colénia em meio de cultura BDA (B). Micélio aéreo e exudatos (C).

O género Epicoccum foi citado por Thwaites (2004) como agente
causal de emboloramento, porém segundo resultados apresentados no trabalho de
Morris e Cooper (1998), o fungo Epicoccum purpurascens € agente causal de
manchamento, sendo responsavel por manchas internas nos corpos de prova e,
tendo sido encontrado colonizando uma extensa area de fibras de madeira de Pinus
spp. reciclada.

Outros 13 isolados apresentavam micélio roseo e vinaceo, presencga
de esporodoquios, macroconideos hialinos, multicelulares e curvos e, microconideos
hialinos e unicelulares, indicando que estes pertenciam ao género Fusarium,
especies Fusarium avenaceum, Fusarium solani e Fusarium oxysporum (Fig. 7.15)
(SILVEIRA, 1995).
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Figura 7.15 — Isolado do fungo manchador Fusarium oxysporum. Aspecto da colénia
em meio de cultura BDA (A). Micélio aéreo (B).

Somente dois isolados apresentaram micélio aéreo flocoso, com
hifas vegetativas hialinas, presenca de sinemata e, apresentavam duas a quatro
fialides, com conidios helipsoidal, o que caracterizou estes isolados como membros
do género Paecilomyces, espécie P. lilacinus (Fig. 7.16) (SAMSON, 1974).

Fonte: Cristiane Moreno Martins

A

Figura 7.16 — Isolado do fungo manchador Paecilomyces lilacinus. Conidiéforos (A),
colénia em meio BDA (B) e, micélio em detalhe (C).

Os géneros Fusarium e Paecilomyces, citados Dix e Webster (1995)
como agentes causais de emboloramento, foram neste estudo classificados como
manchadores da madeira de Pinus spp., uma vez que estes produziam manchas
profundas no alburno. E valido ressaltar a afirmativa de Kaarik (1975), que afirma

que uma mesma espécie de fungo pode atuar de diferentes formas em diferentes
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circunstancias.

7.5.3 Teste da Capacidade de Pigmentacgao In Vitro

Neste experimento foram utilizados onze isolados de fungos
emboloradores, pertencentes aos géneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium e,
quinze isolados de fungos manchadores, pertencentes aos géneros Lasiodiplodia,

Fusarium, Paecilomyces e Epicoccum.

7.5.3.1 Capacidade de fungos emboloradores em induzir pigmentagao no meio

de cultura

Avaliando a ag¢ao dos fungos emboloradores em pigmentar o meio
de cultura (Tabela 7.6), foi observado que o fungo Penicillium citrinum tem grande
capacidade pigmentar de cor amarelo o meio de cultura BDA, enquanto que o fungo
Penicillium lividum, também isolado do Estado do Parana, nao apresenta tal

capacidade (Fig. 7.11).

Tabela 7.6 — Avaliagdo dos isolados de fungos emboloradores, segundo Escala de
notas descrita por Yang (1999) para manchamento em meio de cultura

COR
ESPECIE ISOLADO  ORIGEM ggl_%ﬁﬁ MEIO DE EggXﬁA
CULTURA
Aspergillus niger ~ CME 37 Parana Preto ESC“"Ig\C/'g‘e”to 1
Aspergillus niger CME 70B Parana Preto - 0
Aspergillus niger CME 179 Parana Preto Escurlzslénento 1
Penicillium citrinum ~ CM E 101 Parana Verde Amarelo 3
escuro
Penicillium lividum ~ CM E 170 Paran4 Verde ] 0
escuro
Tr:chodgrma CME 160B Parana Verde Escurecimento 1
atroviride claro leve
Trlchoqgrma CME 173V San’;a Verde Escurecimento 1
atroviride Catarina claro leve
Trichoderma CME 106B S30 Paulo Verde Escurecimento 1

harzianum claro leve
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Trichoderma Santa Verde Escurecimento
e CME 17 X 1
pseudokoningii Catarina claro leve
Tr/choderma” CME 166 Parana Verde Escurecimento 1
pseudokoningii claro leve
Trichoderma viride ~ CM E 172 Parana Verde  Escurecimento 1
claro leve
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Figura 7.17 — Fungo embolorador Penicillium citrinum, alterando a coloragdo do meio
de cultura BDA (A). Fungo embolorador Penicillium lividum, nao alterando a
coloracao do meio de cultura BDA (B).

Dos isolados de Aspergillus niger, foi constatado que dois destes
escureciam levemente o meio de cultura BDA, enquanto um isolado nao demonstrou
essa capacidade.

Os isolados de Trichoderma atroviride e  Trichoderma
pseudokoningii, coletados no Parana, tiveram reagdo semelhante aos coletados em
Santa Catarina, provocando leve escurecimento do meio de cultura; resultado
idéntico ocorreu com os isolados de Trichoderma harzianum e Trichoderma viride,

coletados nos Estados de Sao Paulo e Parand, respectivamente.

7.5.3.2 Capacidade de fungos manchadores em induzir pigmentagao no meio

de cultura

Através da avaliagdo, foi determinado que o fungo Epicoccum
purpurascens possui a capacidade de pigmentar fortemente o meio de cultura,
tornando-o laranja escuro. Também foram observadas diferentes reagdes entre os
isolados de Fusarium; dois isolados da espécie F. oxysporum pigmentam fortemente
o meio de cultura, um isolado causa pigmentagdo moderada e um nao provoca

alteragcdo no meio de cultura; F. avenaceum e Fusarium spp. causam pigmentacao



moderada; e, isolados de F. solani causam pigmentacéo leve (Fig. 7.18).
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Figura 7.18 — Fungos manchadores Fusarium oxysporum, alterando a coloragdo do
meio de cultura BDA (A) e, Fusarium solani, causando um leve escurecimento no
meio de cultura, segundo Escala de notas descrita por Yang (1999).

Todos os

isolados de Lasiodiplodia theobromae mancharam

fortemente o meio, tornando-o preto. O fungo Paecilomyces lilacinus pigmentou

moderadamente o meio, enquanto o Pestalotiopsis palustris foi responsavel por

pigmentacao leve, com pequenas pontuagdes negras (Tabela 7.7).

Tabela 7.7 — Avaliagdo dos isolados de fungos manchadores, segundo Escala de
notas descrita por Yang (1999) para manchamento em meio de cultura

COR
ESPECIE ISOLADO ~ ORIGEM SORDA  MEIODE  _N2i%,
CULTURA
Epicoccum CM M MM Parana Marrom  Laranja escuro 3
purpurascens
Fusarium avenaceum CM M 29 Parana Bege Amarelado 2
Fusarium solani CMM41B  Sao Paulo Cinza Escurlzglénento 1
Fusarium spp. CM M 56 Parana Cinza Escurlzslemento 1
Fusarium solani CM M 59 Parana Bege Escurlzsler)nento 1
Fusarium oxysporum CMMT0 Parana Roxo Roxo 3
Fusarium oxysporum  CM M 103 Parana Roxo Escurlzslénento 2
Fusarium oxysporum  CM M 114 Parana Roxo - 0
Fusarium oxysporum  CM M 165 Parana Roxo Arroxeado 3
Lasiodiplodia CMM 7 Sant.a Preto Preto 3
theobromae Catarina
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Lasiodiplodia Santa

theobromae CMM 10 Catarina Preto Preto 3
Lasiodiplodia CMM43 SaoPaulo  Preto Preto 3
theobromae
Lasiodiplodia CMM155  Parana Preto Preto 3
theobromae
Lasiodiplodia CMM1i73p Santa Preto Preto 3
theobromae Catarina
Paecilomyces lilacinus CM M 140 Parana Réseo Cinza 2
Branco
Pestalotropsrs CM M 139B Parana com Pequenos
palustris pontos pontos pretos
negros

7.5.4 Teste da Capacidade de Pigmentacao /In Natura

7.5.4.1 Capacidade de fungos emboloradores em induzir pigmentagcao em

blocos de madeira de Pinus spp.

Com base nas avaliagbes realizadas, com o auxilio da escala de
notas proposta por Yang (1999), foi constatado que o género Trichoderma possui a
capacidade de pigmentar fortemente a madeira de pinus, seguido pelo género
Penicillium; o género Aspergillus pigmenta moderadamente a madeira.

A escala de notas de Henz e Cardoso (2005) indicou que os blocos
de madeira de Pinus spp. inoculados com o género Trichoderma apresentaram
maior area colonizada quando comparados aos demais géneros. A escala de
manchamento proposta por Benko e Highley (1990) nao foi suficiente para distinguir
0s géneros, quanto a presenca de manchas e superficie colonizada.

Com base nos resultados obtidos e, fazendo uso das trés escalas,
concluiu-se que as espécies Aspergillus niger (isolado CM E 70B), Penicillium
lividum, Trichoderma palustris e T. atroviride, coletadas no estado do Parana,
apresentam maior capacidade de embolorar a madeira de Pinus spp., assim como
os isolados das espécies T. atroviride e T. pseudokoningii, coletadas no estado de
Santa Catarina, e da espécie T. harzianum, coletada no estado de Sao Paulo
(Tabela 7.8).
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Tabela 7.8 — Avaliagdo do grau de emboloramento de blocos de madeira de Pinus
spp. por isolados, segundo Escala de notas descrita por Yang (1999), Henz e
Cardoso (2005) e Benko e Highley (1990)

Henz e Benko e

ESPECIE ISOLADO (\1(333) Cardoso  Highley

(2005) (1990)
Aspergillus niger CME 37 2 2 3
Aspergillus niger CME 70B 3 3 3
Aspergillus niger CME 179 2 2 3
Penicillium citrinum CM E 101 2 2 2
Penicillium lividum CME 170 3 3 3
Trichoderma atroviride CM E 160B 3 3 3
Trichoderma atroviride CME 173V 3 3 3
Trichoderma harzianum CM E 106B 3 3 3
Trichoderma pseudokoningii CME 17 3 3 3
Trichoderma pseudokoningii CME 166 3 2 2
Trichoderma viride CME 172 2 3 3

Isolados de Penicillium e Trichoderma, segundo a escala proposta
por Held et al., foram caracterizadas como detentoras de micélio em tons de verde e,
quando inoculados em blocos de madeira de Pinus spp., também produziram tons
esverdeados. Ja os isolados de Aspergillus, embora possuissem micélio escuro,
receberam notas variadas; o isolado CM E 37 foi responsavel pela coloracdo da
madeira em tom tendendo ao cinza; o isolado CM E 179 pigmentou a madeira
ligeiramente de cinza, enquanto o isolado CM E 70B causou pigmentagao cinza

escuro na madeira (Tabela 7.9).

Tabela 7.9 — Avaliagdo do grau de emboloramento de blocos de madeira de Pinus
spp. por isolados, segundo Escala de notas descrita por Held et al. (2003)

ESPECIE ISOLADO Held et al. (2003)
Aspergillus niger CME 37 3
Aspergillus niger CME 70B 5
Aspergillus niger CME 179 2

Penicillium citrinum CM E 101 8
Penicillium lividum CME 170 8
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Trichoderma atroviride CM E 160B 8
Trichoderma atroviride CME 173V 8
Trichoderma harzianum CM E 106B 8
Trichoderma pseudokoningii CME 17 8
Trichoderma pseudokoningii CM E 166 8
Trichoderma viride CME172 8

7.5.4.2 Capacidade de fungos manchadores em induzir pigmentagao em blocos

de madeira de Pinus spp.

Com base nas avaliagbes do grau de pigmentacdo da madeira
através da escala de notas proposta por Yang (1999), foi constatado que as
especies E. purpurascens, P. palustris e L. theobromae possuem a capacidade de
pigmentar fortemente a madeira de Pinus spp., seguido pela espécie P. lilacinus e
pelo género Fusarium.

Segundo a escala de notas de Henz e Cardoso (2005), verificou-se
que blocos de madeira de Pinus spp., quando inoculados com as espécies E.
purpurascens, L. theobromae e P. palustris, apresentaram maior area colonizada, do
que quando inoculado com os géneros Fusarium e Paecilomyces; com exceg¢ao do
isolado de F. oxysporum CM M 103, que apresentou crescimento comparado aos
primeiros.

Através da avaliagdo utilizando-se da escala de manchamento
proposta por Benko e Highley (1990), foi observado que as espécies E.
purpurascens, F. oxysporum (isolado CM M 103), L. theobromae e P. palustris
mancharam mais da metade da area dos blocos de Pinus spp.; os isolados de F.
avenaceum, F. solani CM M 41B, Fusarium spp. e, F. oxysporum CM M 70, CM M
114 e CM M 165 apresentaram manchamento moderado; enquanto o isolado de
Fusarium solani CM M 59 apresentou manchas em pequenos pontos
individualizados.

Com base nos resultados obtidos e, fazendo uso das trés escalas,
concluiu-se que as espécies E. purpurascens, L. theobromae e P. palustris,
coletadas nos estados do Parana, Sdo Paulo e Santa Catarina, apresentam maior

capacidade de manchar a madeira de Pinus spp., seguido pelas espécies F.
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oxysporum, P. lilacinus, F. avenaceum e F. solani (Tabela 7.10).

Tabela 7.10 — Avaliacdo do grau de manchamento de blocos de madeira de Pinus
spp. por isolados, segundo Escala de notas descrita por Yang (1999), Henz e
Cardoso (2005) e Benko e Highley (1990)

Espi Yang Henz e Be.nko e
SPECIE ISOLADO (1999) Cardoso Higley
(2005) (1990)

Epicoccum purpurascens CM M MM 3 3 3
Fusarium avenaceum CM M 29 2 2 2
Fusarium solani CM M 41B 2 2 2
Fusarium spp. CM M 56 2 2 2
Fusarium solani CM M 59 1 1 1
Fusarium oxysporum CMM70 2 2 2
Fusarium oxysporum CM M 103 3 3 3
Fusarium oxysporum CMM 114 2 2 2
Fusarium oxysporum CM M 165 2 2 2
Lasiodiplodia theobromae CMM7 3 3 3
Lasiodiplodia theobromae CMM10 3 3 3
Lasiodiplodia theobromae CM M 43 3 3 3
Lasiodiplodia theobromae CM M 155 3 3 3
Lasiodiplodia theobromae @ CM M 173P 3 3 3
Paecilomyces lilacinus CM M 140 2 2 2
Pestalotiopsis palustris CM M 139B 3 3 3

A espécie E. purpurascens, segundo a escala proposta por Held et
al., foi classificada como possuidora de micélio de tom entre amarelo e marrom e,
quando inoculada em blocos de madeira de Pinus spp., produtora de manchas
amareladas (Fig. 8.14). Em contraponto, todos os isolados do género Fusarium e a
espécie Paecilomyces lilacinus sao detentores de micélio variando do vermelho ao
roxo e produtores de pigmentagao na madeira tendendo ao roxa/roxo.

Embora a maioria dos isolados de Lasiodiplodia theobromae
possuam micélio escuro, receberam notas variadas; os isolados CM M 07, CM M 10
(provenientes de Santa Catarina) e CM M 155 (Parand) possuem micélio negro e,

quando presentes na madeira de Pinus spp., tornam-na enegrecida (Fig. 7.19); o
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isolado CM M 43, proveniente de Sao Paulo possui micélio escuro e, quando
presente é capaz de manchar a madeira de cinza escuro; o isolado CM M 173P
(Santa Catarina), embora também possua micélio escuro, € responsavel por
manchas mais claras que os demais isolados, com a madeira colonizada tendendo

ao cinza (Tabela 7.11).
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Figura 7.19 — Fungo manchador Epicoccum purpurascens em placa de Petri contendo
meio de cultura BDA (A) e, produzindo manchas amareladas, quando inoculado em
blocos de madeira de Pinus spp. (B) Isolado de Lasiodiplodia theobromae CM M 07,
quando cultivado em meio de cultura (C) e, quando inoculado na madeira de Pinus
spp., tornam-na enegrecida (D).

Tabela 7.11 — Avaliagdo do grau de manchamento de blocos de madeira de Pinus
spp. por isolados, segundo Escala de notas descrita por Held et al. (2003)

ESPECIE ISOLADO Held et al.

Epicoccum purpurascens CM M MM 6
Fusarium avenaceum CM M 29 7
Fusarium solani CMM41B 7
Fusarium spp. CM M 56 7
Fusarium solani CM M 59 7
Fusarium oxysporum CMM70 7
Fusarium oxysporum CM M 103 7
Fusarium oxysporum CMM 114 7
Fusarium oxysporum CM M 165 7



Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Paecilomyces lilacinus

Pestalotiopsis palustris

CMM7
CMM10
CM M 43
CM M 155
CM M 173P
CM M 140
CM M 139B
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7.6 CONCLUSOES

Fungos emboloradores dos géneros Aspergillus, Penicillium e

Trichoderma e, manchadores dos géneros Epicoccum, Fusarium, Lasiodiplodia,

Paecilomyces e Pestalotiopsis, sao agentes causais de manchamento da madeira de

Pinus spp. nos Estados do Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo.

As espécies mais agressivas de emboloradores s&o Trichoderma

atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma pseudokoningii e Penicillium

lividum; Lasiodiplodia theobromae € a espécie mais agressiva de manchador, sendo

responsavel por manchas profundas e extensas na madeira de Pinus spp.
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8 ARTIGO D - CONTROLE BIOLOGICO DE FUNGOS EMBOLORADORES E
MANCHADORES DA MADEIRA DE Pinus spp. In Vitro E In Natura.

8.1 RESUMO

Fungos emboloradores e manchadores, causadores de manchas superficiais e
internas na madeira de Pinus spp., podem comprometer principalmente o aspecto
visual do lenho, diminuindo assim seu valor comercial. Os géneros de maior
incidéncia, tais como Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, sao fungos
cosmopolitas, saproéfitos e, que apresentam tolerancia a diversos ingredientes ativos
e a elevadas concentragcdes de solucdes preservativas usadas pela industria
florestal. Atualmente, diversas pesquisas tém sido realizadas em torno do tratamento
da madeira com microrganismos biocontroladores, principalmente com bactérias e
cepas albinas de manchadores. Com o objetivo de identificar isolados de bactérias e
actinomicetes antagonistas de fungos emboloradores e manchadores da madeira de
pinus, em condicbes brasileiras e controladas, procedeu-se o isolamento de
possiveis agentes biocontroladores, os quais foram submetidos a testes in vitro e in
natura. Neste estudo foram identificados isolados antagonistas dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e de Actinomycetes, que apresentaram efeito antagbnico, tanto in

vitro quanto in natura.

Palavras-chave: Biodeterioracdo. Preservagdo da madeira. Antagonismo. Bacillus.

Pseudomonas. Actinomycetes.

8.2 ABSTRACT

Mold and staining fungi, causers of superficial and internal spots in the pinus wood,
can compromise mainly the visual aspect of the log, diminishing its commercial value.
The genera with bigger incidence, like Penicillium, Aspergillus and Trichoderma, are
cosmopolitan and saprophyte fungi that have tolerance to diverse active ingredients
and raised concentrations of preservative solutions used in the forest industry.

Currently, many researches have been performed about the treatment of the pinus
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wood with biocontrolers, mainly with bacteria and albine strain of staining fungi. With
the objective to isolate and identify antagonistic bacteria and actinomycetes of mold
and staining fungi of the wood, in Brazilian and controlled conditions, proceeded the
isolation from possible biocontrolers, which were submitted to in vitro and in natura
tests. In this study we isolated antagonists of the genera Bacillus, Pseudomonas and

of Actinomycetes, that had presented antagonistic effect in vitro and in natura.

Keywords: Biodeterioration. Wood preservation. Antagonism. Bacillus.

Pseudomonas. Actinomycetes.

8.3 INTRODUGAO

Fungos emboloradores sdo agentes causais de manchas superficiais
de aspecto pulverulento, constituido principalmente por massas de esporos e, que
podem comprometem principalmente o aspecto visual do lenho (OLIVEIRA et al.,
1986; LEPAGE, 1986 a e b; ZABEL e MORRELL, 1992). Embora a pigmentacgao
induzidas por estes agentes na madeira de Pinus spp. possa ser removida pelo
processo de aplainamento, a incidéncia destes esta relacionada a redugdo na
resisténcia ao impacto e no aumento da permeabilidade, fatores estes que
prejudicam a absorg¢ao de preservativos (SCHEFFER, 1973; OLIVEIRA et al., 1986).

Os fungos manchadores causam a pigmentacdo da madeira devido
a presenga de hifas pigmentadas ou hialinas, que secretam substancias coloridas
(OLIVEIRA et al., 1986; ZIMMERMAN et al., 1993); essa alteracdo pode ser
observada em cortes transversais, distribuida radialmente, devido a colonizacido das
células do parénquima radial (OLIVEIRA et al., 1986; FURTADO, 2000). Além de
diminuir o valor comercial da madeira, a presenca de manchadores compromete a
resisténcia ao impacto e a flexdo e, a dureza da madeira de Pinus spp. (SCHEFFER,
1973; SEIFERT, 1993).

Varias espécies de emboloradores e manchadores apresentam
tolerancia a diversos ingredientes ativos e a elevadas concentragcdes de solugdes
preservativas usadas pela industria florestal (SCHEFFER, 1973). Como tratamento
quimico da madeira apresenta custo elevado e, torna-se inviavel para o tratamento

de pecas grandes e de grandes quantidades, além de serem altamente toxicos e
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biocidas, atualmente tém-se sugerido o tratamento da madeira com microrganismos
biocontroladores, principalmente com o emprego de bactérias e cepas albinas de
manchadores (ABRAHAM et al., 1997; JIN e MORRELL, 1996; YANG, 1998; HELD
et al., 2003). Embora diversos trabalhos tenham sido realizados nessa area, poucos
produtos comerciais para o controle biolégico tém sido desenvolvidos (BRUCE et al,
2003).

Com o objetivo de identificar isolados de bactérias e actinomicetes
antagonistas de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp.,
em condi¢gdes brasileiras e controladas, procedeu-se o isolamento de possiveis

agentes biocontroladores, os quais foram submetidos a testes in vitro e in natura.

8.4 MATERIAL E METODOS

8.4.1 Isolados de Fungos Pigmentadores da Madeira de Pinus spp.

Fungos causadores de emboloramento em madeira de Pinus spp.
Aspergillus niger (CM E 37, CM E 70B), Penicillium citrinum (CM E 101), Penicillium
lividum (CM E 170), Trichoderma atroviride (CM E 160B, CM E 173V), Trichoderma
pseudoloningii (CM E 17), Trichoderma viride (CM E 172), Trichoderma harzianum
(CM E 32B); e, fungos causadores de manchamento Epicoccum purpurascens (CM
M MM), Fusarium sp. (CM M 56), Fusarium avenaceum (CM M 29), Fusarium
oxysporum (CM M 70, CM M 103, CM M 114, CM M 165), Fusarium solani (CM M
41B, CM M 59), Lasiodiplodia theobromae (CM M7, CM M 10, CM M 43, CM M 155,
CM M 173P), Paecilomyces lilacinus (CM M 140) e Pestalotiopsis palustris (CM M
139B), foram isolados de madeira recém-serrada provenientes de serrarias
localizadas nos Estados do Parana, Santa Catarina e S&o Paulo, em meio de cultura
extrato de malte-agar 3% e mantidos em meio BDA, a 22 °C sob fotoperiodo de 12

horas.
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8.4.2 Isolamento e Selecdo de Possiveis Biocontroladores de Fungos
Emboloradores e Manchadores

Nove isolados bacterianos e de actinomicetes pertencentes a
Colegao de Microrganismos da Fitopatologia-Agronomia (UEL), testados em
experimentos anteriores e reconhecidos como bons antagonistas de fungos

fitopatogénicos, foram selecionados e utilizados neste experimento (Tabela 8.1).

Tabela 8.1 — Isolados da Colecao de Microrganismos da Fitopatologia-Agronomia
(UEL), testados quanto ao efeito antagonista contra fungos emboloradores e
manchadores da madeira de Pinus spp.

Procedéncia Microrganismo Isolado Procedéncia
CA7P Rizosfera de aveia
DA5SP Rizosfera de aveia
Bactérias nao Esc. 2
identificadas SC.
Colecao de CAQuUI
Microrganismos da Débora  Ovos de Meloidogyne paranaensis
Fitopatologia - . .
Agronomia (UEL) A8 Solos de areas de cultivo de milho
Actinomycetes spp.
A16 Solos de areas de cultivo de milho
P10 Solos de areas de cultivo de milho
Pseudomonas spp.
P44 Solos de areas de cultivo de milho

Amostras de madeira de Pinus spp. assintomaticas, coletadas em
serrarias do Estado do Parana, foram plaqueadas nos meios de cultura agar-
nutriente, King B, meio seletivo para Pseudomonas fluorescens e meio de Jensen,
visando a obtencido de isolados de bactérias e actinomicetes biocontroladores a
fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus spp.

Colbnias desenvolvidas sobre os meios de cultura, apds dez dias de
incubacdo em cameras de crescimento tipo BOD, a 22 °C (+ 2 °C) e fotoperiodo de
12 horas, foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio de cultura agar-

nutriente e identificadas para posteriores avaliagdes.
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8.4.3 Teste de Antagonismo a Fungos Emboloradores e Manchadores In Vitro

Para a avaliagdo da acado fungistatica dos isolados de bactérias e
actinomicetes contra os isolados de fungos emboloradores e manchadores da
madeira de Pinus spp., foi empregada a metodologia de cultura pareada, descrita
por Mariano (2002).

Para a realizagcao deste procedimento os isolados bacterianos e de
actinomicetes foram cultivados em meio de cultura agar-nutriente e meio de Jensen,
e, incubados em camaras do tipo BOD a 22 °C (+ 2 °C), sob fotoperiodo de 12 horas,
durante trés e cinco dias, respectivamente. Os fungos emboloradores e
manchadores foram cultivados em meio BDA e incubados a 22 °C (x 2 °C), sob
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias.

Como preconizado por Mariano (2002), ao centro de cada placa de
Petri contendo meio BDA foi realizada uma estria central com os isolados
antagonistas e, equidistantes 2,5 cm da mesma, foram dispostos dois discos de 0,8
mm de micélio de fungos emboloradores e manchadores. A incubagao destas placas
ocorreu em camara de crescimento tipo BOD a 22 °C (x 2 °C), sob fotoperiodo de 12
horas, sendo utilizadas como controle placas com meio BDA, para as quais foram

repicados somente os agentes causais de pigmentacédo (Fig. 8.1).

Bactéria/Actinomiceto
Antagonista
Fungo Embolorador ou Fungo Embolorador ou
A Manchador B Manchador
Figura 8.1 — Esquema para montagem do experimento de culturas pareadas

(MARIANO, 2002). Fungo embolorador ou manchador versus bactéria/ actinomicete
antagonista (A). Testemunha (B).
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Para avaliagdo da inibicdo do crescimento dos emboloradores e
manchadores, procedeu-se a mensuragao do crescimento radial (em centimetros)
das colbnias aos 3, 5 e 7 dias da incubagao. Os calculos dos percentuais de redugao
do crescimento fungico foram realizados com base na diferenca entre a distancia
total e a distancia real das hifas dos fungos pigmentadores e da risca bacteriana/de
actinomicete ao sétimo dia de incubacao.

Foram avaliadas cinco repeticdes, em delineamento experimental de
blocos inteiramente casualizados. Os dados obtidos analisados no programa

SISVAR verséo 4.6 para o teste de Tukey a 5% de significancia.

8.4.4 Biocontrole de Fungos Emboloradores e Manchadores em Blocos de

Pinus spp.

8.4.4.1 Obtencao de solugao de exudatos produzida por antagonistas

Para a obtencdo de solucdo de exudatos das bactérias e
actinomicetes antagonistas, procedeu-se o cultivo destes em Erlemeyers de 250 ml,
contendo 100 ml do meio de cultura liquido BD (batata e dextrose) e Jensen liquido,
respectivamente, incubados a 20 °C (x 2 °C) sob agitagdo continua, em escuro,
durante cinco dias. As solugdes contendo células e exudatos das bactérias e
actinomicetes antagonistas obtidas foram filtradas com o auxilio de Kitassato e
membrana de celulose com poros de 0,22 um (Millipore) até obtengdo de suspensao
livre de células, contendo apenas exudatos (Fig. 8.2). Para garantir que a solugao
filtrada ndo apresentava células bacterianas e de actinomicetes, aliquotas destes

foram analisadas em microscopio optico.
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Figura 8.2 — Isolados de bactérias e actinomicetes antagonistas em meio BD (batata e
dextrose) e Jensen liquido (A). Filtragem da solugcdo bacteriana e de actinomicetes,
com o auxilio de Kitassato e membrana de celulose (B e C).

8.4.4.2 Teste de antagonismo a fungos pigmentadores in natura

Para a realizagcao desse experimento, blocos de madeira de Pinus
spp. com dimensdes de 5 x 4 x 2,5 cm, contendo dois orificios com
aproximadamente 0,8 mm de didmetro e 1,25 cm de profundidade, foram
submetidos a desinfecgao através da imersao em alcool 70% por 2 minutos, seguido
por 2 minutos em agua destilada estéril e, a seguir, depositados sobre quatro folhas
de papel filtro estéril, para retirada do excesso de agua.

A inoculagao destes blocos foi realizada transferindo-se dois discos
de micélio de fungos emboloradores e pigmentadores, com aproximadamente 0,8
mm retirados de coldnias desenvolvidas durante sete dias, para cada um dos
orificios, tendo o cuidado para que a superficie de crescimento do fungo sempre

ficasse voltada para o lenho. Na sequéncia procedeu-se a vedagao dos orificios
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inoculados com filme plastico de PVC (Fig. 8.3).

Figura 8.3 — Inoculagdo dos discos de micélio de fungo embolorador em blocos de
madeira de Pinus spp. (A). Bloco inoculado e vedado com filme plastico de PVC.

Aos quinze dias da inoculagdo, em condicdo de ambiente de
laboratério, procedeu-se o tratamento com os biocontroladores (isolados de
bactérias e actinomicetes), imergindo-se os blocos de madeira, durante 2 minutos,
em solugao de exudato produzido pelos respectivos antagonistas. Apds, os mesmos
foram vedados e submetidos a incubacgdo, durante 21 dias, em condicbes de
laboratério. A testemunha consistiu de: (a) blocos de madeira sem a inoculagao de
emboloradores e manchadores e, sem o tratamento com os biocontroladores; e, (b)
inoculacdo dos emboloradores e manchadores, sem o tratamento com
biocontroladores.

Para a avaliagdo da real capacidade de antagonismo dos isolados
testados os blocos foram seccionados longitudinalmente, verificando assim a
presenga ou auséncia de pigmentagao e, nos casos positivos, mensurou-se a area
pigmentada quanto a extensao e a intensidade dos sinais e manchas, conforme a
escala proposta por Benko e Highley (1990). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes por tratamento/isolado de

embolorador e manchador.
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8.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.5.1 Isolamento e Selecdo de Possiveis Biocontroladores de Fungos

Pigmentadores da Madeira de Pinus spp.

Apos o isolamento de bactérias e actinomicetes de madeira de Pinus
spp. assintomaticas e, com base na capacidade de crescimento e colonizacdo do
meio de cultura BDA, foram selecionados um isolado de actinomicete, dois de
Bacillus spp., dois isolados de Pseudomonas spp. e, dois de Pseudomonas
fluorescens (Tabela 8.2). Os géneros Bacillus e Pseudomonas foram escolhidos,
pois trabalhos anteriores indicam estes como sendo controladores de fungos
emboloradore e manchadores, em testes laboratoriais (BENKO, 1988; SEIFERT et
al., 1988; KREBER e MORRELL, 1993).

Tabela 8.2 — Isolados de actinomicetes e bactérias obtidos a partir de amostras de
madeira de Pinus spp. assintomatica e, testados quanto ao efeito antagonista a
fungos emboloradores e manchadores

Microrganismo Isolado
Actinomycetes spp. A6
Bacill 51
acillus spp.

PP B3
P3

Pseudomonas spp.
P4
Pf1

Pseudomonas fluorescens

Pf2

8.5.2 Teste de Antagonismo /n Vitro

8.5.2.1 Fungos emboloradores

Através das avaliagbes da capacidade de antagonismo contra

fungos emboloradores da madeira de Pinus spp., foi possivel observar que, de modo
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geral, os isolados de actinomicetes foram mais eficazes do que os bacterianos.
Apresentaram grande capacidade de antagonismo os isolados de actinomicetes AG,
A8 e A16 e, o isolado bacteriano DA5P, apresentando antagonizagdo média de 63,9,
34,8, 19,2 e 45,6%, respectivamente, dos fungos emboloradores da madeira de
Pinus spp.

Para Aspergillus niger, os melhores resultados de antagonismo
foram observados com os isolados DASP, A6 e A16, respectivamente; para o género
Penicillium, foram mais eficazes os isolados A6, A16 e DASP; o género Trichoderma
demonstrou maior sensibilidade aos isolados A6, A8 e DA5P (Fig. 8.4) (Tabela 8.3).

Figura 8.4 — Capacidade de antagonismo, in vitro, do isolado bacteriano DA5P contra
o fungo embolorador do género Trichoderma (A). Testemunha (B).

Tabela 8.3 — Inibicdo do crescimento vegetativo (%), provocada por isolados
bacterianos e de actinomicetes sobre fungos emboloradores da madeira de Pinus
spp., in vitro

Microrganismos Penicillium Aspergillus Trichoderma
Antagonistas CME 101 CME 170 CME 37 CME 70 CME 17 CME172 CME160B CME 173V CME 32B

B1 00 dF 00 dF 00 eF 00 dF 45 defB 23 efD 42 deC 109 deA 2,0 ghiE
B3 00 dD 00 dD 00 eD 96cdA 25 efC 00 fD 00 eD 53 efB 00 iD
P3 00 dG 00 dG 156 cdA 00 dG 62 defD 86 deC 56 cdeE 11,1 deB 53 fgh F
P4 00 dF 00 dF 00 eF 00 dF 40 defC 17 efD 45 deB 11,1 deA 06 IiE
P10 00 dE 05 dD 00 eE 07 dC 23 efB 00 fE 23 deB 71 efA 00 iE
P44 00 dE 23 cdB 00 eE 00 dE 23 efB 00 fE 08 eC 71 efA 04 iD
Pf1 00 dG 00 eG 56 deF 00 dG 98cdeD 116 deB 11,1 cdeC 156 cdA 7,1fghE
Pf 2 00 dF 00 eF 193 cdA 00 dF 24 edD 00 fF 11,0 deB 73 efC 02 iE
CA7P 00 dF 00 eF 00 eF 00 dF 150cdeC 163 de B 14,6 cde D 27,8 cdA 141 eE
DA5P 16,6 cH 164 bl 802 aB 809 aA 473 bD 446 cE 358 bG 402 bF 484 cC
Esc. 2 47 dH 00 dlI 78cdeF 306 bA 118 cdeD 129 deC 86 cde E 14,1 de B 59 fgh G
cAQuI 00 dH 00 dH 33 deD 168 cdA 32 efE 06 efG 34 deC 99 deB 10 hiF
Débora 00 dF 00 dF 00 eF 06 dE 23 eC 00 fF 20 deD 7,0 efB 428 dA
AB 781 aB 17,7 bH 614 bG 781 aB 661 aC 809 aA 630 aF 650 aD 645 aE
A8 73 dF 73 cdF 39 deG 01 dH 638 aA 554 bE 578 aC 598 aB 575 bB
A16 386 bB 386 aD 545 bA 296 bC 20 eG 00 fH 24 deF 7,1 efE 00 iH
Testemunha 01 dE 01 dF 00 eE 66 cdA 00 fF 00 fF 07 eC 24 fB 06 iD
CV (%) 5,79 4,24 9,41 8,15 5,89 6,08 7,34 4,83 3,31
DMS 8,34 6,41 12,62 10,92 7,93 8,24 10,08 6,25 4,44

** Valores totais seguidos pela mesma letra minuscula no sentido vertical e mailusculas no sentido
horizontal ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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8.5.2.2 Fungos manchadores

De modo geral, os isolados DASP, A6 e Esc. 2 inibiram o
crescimento fungico de todos os isolados de fungos manchadores testados, com
destaque de tal efeito sobre os isolados CM M 70, da espécie Fusarium oxysporum,
CM M 139B, Pestalotiopsis palustris, CM M 140, Paecilomyces lilacinus, e CM M
MM, Epicoccum purpurascens.

E possivel concluir que o género Fusarium é mais suscetivel aos
isolados bacterianos DA5SP e Esc. 2 e, ao actinomiceto A6. O género Lasiodiplodia
apresentou maior sensibilidade aos isolados A16, A6 e A8, respectivamente. Ja a
espécie Epicoccum purpuracens € visivelmente mais sensivel aos isolados A6, A16
e DA5SP; Paecilomyces lilacinus, diferentemente, possui maior sensibilidade contra
isolados bacterianos, sendo os mais eficientes DA5P, B3 e Esc. 2; os isolados que
apresentaram maior porcentagem de antagonizagdo a espécie Pestalotiopsis
palustris foram DASP, A16 e A6 (Fig. 8.5) (Tabela 8.4).
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Figura 8.5 — Fungo Epicoccum purpurascens sendo antagonizado pelo isolado de
actinomicete A16 (A) e, nao sofrento antagonismo significativo pelo isolado
bacteriano P3 (B). Fungo Lasiodiplodia theobromae sendo antagonizado pelo
isolado A16 (C) e, ndo sofrendo antagonismo pelo isolado de bactéria B3 (D).
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Tabela 8.4 — Inibicdo do crescimento vegetativo (%), provocada por isolados bacterianos e de actinomicetes sobre fungos
manchadores da madeira de Pinus spp., in vitro

Microrganismos  Epicoccum Fusarium Lasiodiplodia Paecilomyces Pestalotiopsis
Antagonistas CM M MM CM M 29 CM M 41B CM M 56 CM M 70B CM M 07 CM M 43 CMM155 CMM173P CM M 140 CM M 139B

B1 20,7 defg B 39 ¢D 00 gF 00 eF 00 eF 73 efC 00 eF 2,7 de E 1,3 gF 32,7 de A 00 fF

B3 291 cdB 31 cF 00 gl 42 de E 8,7 dC 53 efg D 0,0 el 20 eG 06 gH 60,1 ab A 0,0 fI

P3 4,9 h F 28 cH 00 gl 1,0 el 0,0 el 11,1 de C 3,9 de G 7,3 de D 53 ef E 50,5 abc A 156 e B

P4 95 ghB 08 cF 00 gG 10 eG 00 eG 45 fgC 00 eG 3,1 de D 2,3 fg E 48,0 bc A 00 fG

P10 2,0 h D 05 cG 227 cA 1,0 eH 00 eH 73 ef B 05 eG 24 de C 06 gF 14 hE 00 fH
P44 282 cdC 82 cE 17,7 cd D 80,9 aA 0,2 el 71 efF 0,0 elJ 3,5 de G 23 fgH 43,6 cd B 0,0 fJ

Pf 1 14,6 efgh C 00 cH 00 gH 00 eH 06 eG 5,6 efg D 00 eH 3,5 de E 25 fg F 56,4 abA 192 eB

Pf 2 24,8 cdef D 62 cG 00 gH 00 eH 00 eH 14,6 de C 86 dF 97 dE 10,0 dD 55,2 abc A 00 fH

CA7P 29,7 cdD 79 cC 00 gG 00 eG 00 eG 70 efD 00 eG 3,4 de E 24 fg F 55,2 abc A 00 fG

DA5P 43,8 b E 253 b G 358 bF 559 bD 784 aB 249 cH 20,8 cK 244 cl 235 cJ 627 aC 792 aA

Esc. 2 353 bcE 473 abD 55,7 aB 542 bC 30,6 bG 9,9 def H 4,3 de J 6,1 de | 3,2 fg K 58,9 abA 310 dF
CAQUI 27,3 cdef A 249 bC 9,7 def G 1,3 eK 166 cD 140 dE 76 dl 98 dF 8,8 de H 254 ef B 73 fJ

Débora 12,3 fgh C 50 cE 2,3 efg G 17,7 ¢cB 06 elJd 5,3 efg D 0,0 eK 34 de F 1,0 gl 299 ef A 20 fH

A6 63,8 aB 249 bl 16,8 cd J 96 dK 76,6 aA 418 abD 350 aG 366abF 371 aG 26,4 efH 446 ccC

A8 9,7 ghH 271 bE 9,9 def G 3,2 de J 71 dl 323 bA 276 bD 294 bcB 286 bC 141 fgF 0,0 fK

A16 63,6 aA 23 cl 06 fgJ 00 eK 294 b G 438 aC 359 cF 377abE 382 abD 89 ghH 570 bB

Testemunha 1,7 h B 00 cG 00 gG 05 eC 00 eG 01 gF 00 eG 02 ekE 00 g G 3,2 ghA 0,3 fD
CV (%) 10,90 8,60 6,53 4,86 4,62 4,78 4,46 5,41 2,73 12,38 5,95
DMS 12,90 12,13 9,24 6,63 6,20 6,46 6,42 7,58 3,87 12,23 7,96

** Valores totais seguidos pela mesma letra minuscula no sentido vertical e maidsculas no sentido horizontal ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.
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8.5.3 Biocontrole em Blocos de Pinus spp.

8.5.3.1 Fungos emboloradores

Ao final das avaliagdes para a determinagdo da capacidade de
antagonismo de bactérias e actinomicetes contra fungos emboloradores isolados da
madeira de Pinus spp., foi constatado que blocos de madeira, quando inoculados
com fungos do género Trichoderma, espécies T. atroviride, T. harzianum, T.
pseudokoningii e T. viride, apresentaram redugdo no desenvolvimento do
emboloramento quando submetidos a tratamento com solugdo de exudatos do

isolado bacteriano Pf1, seguido dos isolados P4, P3 e Débora (Fig. 8.6).

Figura 8.6 — Blocos de madeira de Pinus spp. inoculados com o fungo Trichoderma
pseudokoningii, causador de emboloramento (testemunha) (A). Blocos tratados com
exudatos bacterianos dos isolados de Pseudomonas sp. P4 (B) e Pseudomonas
fluorescens Pf1 (C).

Reducao significativa do emboloramento em blocos inoculados com

0 género Penicillium, espécies P. citrinum e P. lividum, foi observada quando estes
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foram tratados com exudatos bacterianos P10 e B3. Através da avaliagdo do
antagonismo sobre fungos do género Aspergillus, verificou-se que os exudatos do
isolado bacteriano B3 e do actinomicete A16, afetaram o desenvolvimento fungico.
Em geral, a maioria dos isolados bacterianos e de actinomicetes
apresentaram algum grau de antagonismo contra os fungos emboloradores

testados, merecendo destaque os isolados B3, Esc. 2 e Débora (Tabela 8.5).

Tabela 8.5 — Avaliagado da capacidade de antagonismo de isolados bacterianos e de
actinomicetes sobre a acdo de fungos emboloradores inoculados em madeira de
Pinus spp., segundo Escala de Manchamento de Benko e Highley (1990c).

P. citrinum P. lividum A. niger A. niger T. pseudokoningii T. viride T. atroviride T. atroviride T. harzianum
Antagonistas CME 101 CME 170 CME 37 CME 70 CME 17 CME 172 CME 160B CME 173V CME 32B
P3
P4
P10
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Benko e Highley (1990a) também obtiveram sucesso no
antagonismo a Trichoderma harzianum inoculado em blocos de Pinus spp., através
da imersao dos blocos em solugdo em esporulagédo de um “pull” bacteriano contendo
as espécies Pseudomonas cepaci, Streptomyces chrestomyceticus, S. rimosus, S.
cinnamoneum e Xenorhabdus luminescent.

Embora o uso de actinomicetes e bactérias como antagonistas de
fungos emboloradores da madeira de Pinus spp. tenha sido eficiente, este
experimento demonstrou que nem sempre o mesmo efeito antagbnico pode ser
observado in vitro e in natura, uma vez estes microrganismo podem se comportar de
maneira distinta, quando empregados em diferentes condigdes.

Segundo a literatura, o controle biolégico de fungos pigmentadores
da madeira, utilizando de bactérias, pode ser mais efetivo com o uso de diferentes
combinagdes de bactérias, sendo pouco provavel que uma unica espécie seja eficaz
contra varias espécies de fungos (BENKO e HIGHLEY, 1990a).



144

8.5.3.2 Fungos manchadores

Com base nos resultados obtidos através da avaliagcédo do grau de
antagonismo de exudatos de bactérias e actinomicetes sobre o desenvolvimento de
isolados de fungos manchadores de madeira de Pinus spp. (Tabela 8.6), observou-
se que blocos inoculados com isolados do fungo Lasiodiplodia theobromae, quando
submetidos ao tratamento com exudatos bacterianos dos isolados Débora, seguido
pelos isolados DASP e Pf1, apresentaram redugao no desenvolvimento fungico (Fig.
8.7).

Figura 8.7 — Blocos de madeira de Pinus spp. inoculados com o fungo manchador
Lasiodiplodia theobromae e nao tratado com exudatos bacterianos e de
actinomicetes (testemunha) (A) e, tratado com exudato bacteriano do isolado DA5P

(B).
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Tabela 8.6 — Avaliagdo da capacidade de antagonismo de isolados bacterianos e de actinomicetes sobre a acdo de fungos
manchadores inoculados em madeira de Pinus spp., segundo Escala de Manchamento de Benko e Highley (1990c).

Epicoccum Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Lasiodiplodi Lasiodiplodi Lasiodiplodia  Lasiodiplodi. Paecilomyces  Pestalotiopsis
ANTAGONISTAS purpurascens avenaceum solani Spp- oxysporum solani theobromae theobromae theobromae theobromae lilacinus palustris

CMM MM CMM29 CMM41B CMM36 CMM70B CMM 167 CM M 07 CM M 43 CMM155 CMMI173P CMM140 CM MI139B
P3 1 0 0 2 2 2 3 1 2 2 2 1
P4 1 0 0 1 2 1 2 2 0 1 1 0
P10 0 0 0 0 3 2 3 1 2 2 0 1
P44 2 2 0 1 2 2 3 0 1 2 2 0
Pf1 1 0 2 1 2 1 3 0 0 2 1 1
Pf2 1 0 2 1 2 2 2 1 0 2 2 1
B1 2 1 2 2 2 3 3 2 2 1 1 2
B3 0 0 2 2 2 2 2 1 0 1 0 0
CA7P 1 1 1 1 2 2 3 0 2 1 1 1
DA5P 0 0 0 1 2 2 1 2 2 0 2 1
Esc. 2 0 1 1 1 2 1 2 1 2 2 2 1
CAQUI 0 2 2 2 3 2 2 2 2 0 0 3
Débora 1 0 2 1 2 1 0 0 0 0 0 0
A6 0 0 0 1 1 2 2 1 0 2 0 3
A8 0 0 1 2 3 2 2 2 2 2 0 2
A16 1 2 0 0 2 2 2 2 2 1 2 2
Testemunha 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2 3
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Quando os blocos foram inoculados com o género Fusarium,
espécies F. solani, F. avenaceum, F. oxysporum e Fusarium sp., foi observado
redugédo no desenvolvimento fungico quando estes foram tratados com exudatos do

isolado bacteriano P4 e do actinomicete A6 (Fig. 8.8).

Figura 8.8 — Bloco de madeira de Pinus spp. inoculados com o fungo manchador
Fusarium oxysporum e tratado com o exudato obtido da bactéria P4 (A) e,
testemunha néo tratada com exudatos (B).

Ja os resultados das avaliagbes realizadas com blocos inoculados
com os fungos Epicoccum purpuracens, Pestalotiopsis palustris e Paecilomyces
lilacinus, indicaram reagao antagbénica quando tratados com exudatos dos isolados
B3, A6, A8 e Débora.

O mesmo pode ser observado por Benko e Highley (1990c), quando
se testou uma suspencdo contendo bactérias dos géneros Pseudomonas,
Streptomyces, Streptoverticillium e Xenorhabdus, que foi capaz de reduzir o grau de
manchamento causado por Ceratocystis coerulescens.

Para a avaliacdo da capacidade de antagonismo de isolados
bacterianos e de actinomicetes contra fungos manchadores da madeira de Pinus
spp., observou-se que o método de avaliagao in natura € mais preciso do que o in
vitro, uma vez que este possui maior semelhanca com as condi¢gdes a campo.

Embora tenham sido obtidos bons resultados com a utilizagcdo de
exudatos de um unico isolado, Benko e Highley (1990a) preconizam que, para que o
controle biolégico possa ser efetivo contra um amplo espectro de fungos
manchadores, € necessaria a utilizagdo de um pul bacteriano, sendo pouco provavel
gue uma unica espécie bacteriana possa ser eficaz contra uma gama de fungos

manchadores de madeira.



147

8.6 CONCLUSOES

Bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus e, Actinomycetes
podem ser utilizados em testes laboratoriais, in vitro e in natura, como agentes
biocontroladores de fungos emboloradores e manchadores da madeira de Pinus
spp.

Testes laboratoriais revelaram que é possivel utilizar bactérias e
actinomicetos como biocontroladores destes fungos. Isolados A6, A8, A16, DA5P e
Pf1, P4, P3 e Débora, demonstraram efeito antagénico sobre fungos emboloradores,
in vitro e in natura, respectivamente; isolados DASP, A6, Esc. 2 (in vitro) e DA5P e
Pf1 (in natura), apresentam efeito antagdnico sobre fungos manchadores, podendo

ser empregados em futuros experimentos a campo.
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9 CONCLUSOES GERAIS

O método mais eficaz para o isolamento de fungos pigmentadores
do lenho de Pinus spp. em condigbes brasileiras, sdo indicados a assepsia do
material sintomatico através da imersdo em alcool 70%, seguido por lavagem em
agua destilada esterilizada, por dois minutos; plaqueamento de fragmentos de
madeira em meio extrato de malte-agar 3% e, incubagao a 22 °C (2 °C), por 10
dias.

Para a avaliagdo da capacidade de colonizacdo de fungo
emboloradores e manchadores sobre a madeira e da capacidade de pigmentacgao,
deve-se inocular os isolados em corpos de prova de Pinus spp. e, apés 30 dias,
realizar a avaliacdo fazendo uso da Escala de manchamento de Benko e Highley
(1990c) e da Escala de notas proposta por Held et al. (2003).

Fungos emboloradores dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma e, fungos manchadores dos géneros Epicoccum, Fusarium,
Lasiodiplodia, Paecilomyces e Pestalotiopsis, sdo agentes causais de pigmentacéo
da madeira de Pinus spp., nos Estados do Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo.

Como espécies de fungos mais agressivos, foram relatados os
emboloradores Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma
pseudokoningii e Penicillium lividum e, o manchador Lasiodiplodia theobromae.

Isolados de Actinomycetes, Pseudomonas e Bacillus apresentam
capacidade de antagonizar fungos emboloradores € manchadores da madeira de
Pinus spp., in vitro e in natura, em testes laboratoriais.

Isolados A6, A8, A16, DASP, Pf1, P4, P3 e Débora, demonstraram
efeito antagdnico sobre fungos emboloradores e, os isolados DA5P, A6, Esc. 2 e
Pf1, apresentam efeito antagbnico sobre fungos manchadores, podendo ser

empregados em futuros experimentos a campo.
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Relagdo dos isolados de fungos emboloradores obtidos a partir de madeiras de
Pinus spp. provenientes de serrarias dos Estados do Parana, Sao Paulo e Santa

Catarina
Isolado Procedéncia Género Coloragdo in.duzida
na madeira

CME3 Santa Catarina Aspergillus Cinza

CMEA4 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 17 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME17B Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 18A Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 23 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME?24 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 25 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 26 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 31B Parana Trichoderma Verde
CME 32A Parana Trichoderma Verde
CM E 32B Parana Trichoderma Verde
CME 37 Parana Aspergillus Cinza
CME 40 Santa Catarina Trichoderma Verde
CME 41B Parana Trichoderma Verde
CME 42 Parana Trichoderma Verde
CME 44 Parana Trichoderma Verde
CME 45 Parana Trichoderma Verde
CME 46 Parana Trichoderma Verde
CME 47 Parana Trichoderma Verde
CM E 48A Parana Trichoderma Verde
CME 48B Parana Trichoderma Verde
CME 49 Parana Trichoderma Verde
CME 52 Parana Trichoderma Verde
CME 59 Parana Trichoderma Verde
CME 60 Parana Trichoderma Verde
CME 61 Parana Trichoderma Verde
CME 64 Parana Trichoderma Verde
CME 69 Parana Trichoderma Verde
CM E 70A Parana Aspergillus Cinza
CME 70B Parana Aspergillus Cinza



CMET78
CM E 101
CME 101B
CM E 106
CM E 106B
CME 115
CME 116
CM E 137
CM E 139B
CME 145
CM E 146
CM E 147
CME 155
CM E 158
CM E 159
CM E 160
CM E 160B
CM E 161
CM E 162
CME 163
CME 164
CM E 166
CM E 166B
CM E 167
CM E 168
CME 170
CME 170B
CME 172
CME 172B
CME 173
CME 173V
CME 179
CM E 181

CME
CME
CME
CME
CME
CME
CME

CME 185

CM E 186

Parana
Parana
Parana
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
S&o Paulo
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Santa Catarina
Santa Catarina

Parana
Parana
Sao Paulo
Sé&o Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
S&o Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo

Trichoderma
Penicillium
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Trichoderma
Penicillium
Penicillium
Trichoderma
Trichoderma
Aspergillus
Penicillium
Penicillium
Penicillium
Trichoderma
Penicillium
Penicillium
Trichoderma
Aspergillus
Penicillium
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Penicillium
Penicillium
Aspergillus
Aspergillus

N3&o identificado
Nao identificado

Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Cinza
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Verde
Cinza
Verde
Cinza
Cinza
Cinza
Verde
Verde
Cinza
Cinza
Verde
Verde
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CME 190 Sao Paulo Nao identificado Verde
CME 191A Sao Paulo Nao identificado Cinza
CME191B Santa Catarina Nao identificado Cinza

CME 194 Santa Catarina Nao identificado Cinza

CME 201 Santa Catarina Nao identificado Verde

CM E 203 Santa Catarina Nao identificado Verde
CM E 203B Santa Catarina Nao identificado Verde

CM E 205 Santa Catarina Nao identificado Verde

CM E 209 Santa Catarina Nao identificado Verde

CME 215 Santa Catarina Nao identificado Verde

CME 216 Parana Nao identificado Cinza

CME 217 Parana Nao identificado Verde

CME 220 Parana Nao identificado Verde
CM E 220B Parana Nao identificado Verde
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A partir do isolamento de madeira de Pinus spp., foram obtidos 50
isolados de fungos emboloradores do género Trichoderma, 11 do género Penicillium,
10 isolados de Aspergillus e, 16 isolados nao foram identificados. Quanto a origem,
51 isolados sao provenientes de madeiras do Estado do Parana, 20 de Santa

Catarina e 16 de Sao Paulo.
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APENDICE B -

Relagao dos Isolados de Fungos Manchadores

Relagéo dos isolados de fungos manchadores obtidos a partir de madeiras de Pinus
spp. provenientes de serrarias dos Estados do Parana, Sdo Paulo e Santa Catarina

Coloragao induzida

Isolado Procedéncia Género na madeira
CM M MM Parana Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M2 Santa Catarina Lasiodiplodia Cinza
CMM3 Santa Catarina Lasiodiplodia Cinza
CM M6 Santa Catarina Fusarium Cinza
CMM7 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CM M8 Santa Catarina Pestalotiopsis Cinza a Preto
CMM10 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CMM 14 Santa Catarina Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 17 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CM M 26 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CM M 29 Parana Fusarium Roésea
CM M 32 Parana Lasiodiplodia Preto
CM M 32B Parana Lasiodiplodia Preto
CM M 37 Santa Catarina Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 38 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CM M 40 Santa Catarina Lasiodiplodia Preto
CM M 41 Séao Paulo Lasiodiplodia Preto
CM M 41B Séo Paulo Fusarium Roésea
CM M 42 Séo Paulo Lasiodiplodia Cinza
CM M 43 Séo Paulo Lasiodiplodia Cinza
CM M 43 Sao Paulo Lasiodiplodia Preto
CM M 44 Parana Lasiodiplodia Preto
CM M 48 Parana Lasiodiplodia Preto
CM M 48B Parana Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 56 Parana Fusarium Résea
CM M 56B Parana Lasiodiplodia Preto
CM M 59 Parana Fusarium Roésea
CM M 62 Parana Fusarium Roxo



CM M 68
CM M 69
CMM70
CMM78
CM M 103
CM M 106B
CMM 114
CMM 116
CM M 116B
CM M 137
CM M 139
CM M 139B
CM M 140
CM M 142
CM M 145
CM M 147
CM M 149
CM M 155
CM M 155
CM M 160
CM M 160B
CM M 162
CM M 165
CM M 166
CM M 167
CM M 170
CMM172
CM M 173
CM M 173P
CM M 177
CMM 178
CM M 192
CM M 193
CM M 194
CM M 199
CM M 209
CM M 210

Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Séo Paulo
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Séo Paulo
Séo Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Parana
Parana
Parana
Séo Paulo
Séo Paulo
Santa Catarina
Santa Catarina
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana

Parana

Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Fusarium
Lasiodiplodia
Fusarium
Lasiodiplodia
Fusarium
Lasiodiplodia
Epicoccum
Epicoccum
Epicoccum
Pestalotiopsis
Paecilomyces
Paecilomyces
Pestalotiopsis
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Fusarium
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia
Fusarium
Lasiodiplodia
Lasiodiplodia

Preto
Preto
Roxo
Preto
Roxo
Cinza
Roxo

Preto
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Laranja/Amarelo

Laranja/Amarelo

Laranja/Amarelo

Cinza a Preto
Réseo
Réseo

Cinza a Preto
Preto
Preto
Preto
Preto
Cinza
Cinza
Preto
Roxo
Preto
Preto
Cinza
Cinza
Cinza
Preto
Preto
Preto
Preto
Preto
Preto
Roxo
Preto

Preto
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CM M 215 Séo Paulo Fusarium Roxo
CM M 218 Séao Paulo Lasiodiplodia Preto
CM M 219 Séo Paulo Lasiodiplodia Preto
CM M 220A Séo Paulo Fusarium Roxo
CM M 220B Santa Catarina Lasiodiplodia Cinza
CM M 221 Santa Catarina Lasiodiplodia Cinza
CM M 226 Santa Catarina Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 227 Santa Catarina Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 228 Santa Catarina Epicoccum Laranja/Amarelo
CM M 230 S&o Paulo N&o identificados Cinza
CM M 233 Sao Paulo Nao identificados Cinza
CM M 235 Sao Paulo Nao identificados Cinza
CM M 238 Sao Paulo N&o identificados Cinza

A partir do isolamento de madeira de Pinus spp., foram obtidos 78
isolados de fungos manchadores, tendo sido identificados 10 isolados do género
Epicoccum, 13 isolados de Fusarium, 46 de Lasiodiplodia, 2 de Paecilomyces, 3 do
género Pestalotiopsis e, 4 géneros nao foram identificados. Quanto a origem, 39
isolados sao provenientes de madeiras do Estado do Parana, 19 de Santa Catarina

e 21 de Sao Paulo.
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ANEXO A -

Meios de Cultura Utilizados nos Experimentos

Meio Agar-agua acidificado (pH 4,5)

Agar 20 g

Agua destilada 1000 ml

Apods autoclavado, o Ph do meio foi ajustado a 4,5, através da

adicao de HCI concentrado.

Meio Agar nutriente

Agar Nutriente 23 g

Agua destilada 1000 ml

Apoés autoclavado, o pH do meio foi ajustado a 7,0, através da
adicdo de NaOH 1 N.

Meio Agar pobre em nutrientes (SNA)

Fosfato de Potassio Dibasico (Ko;HPO4) 19
Nitrato de Potassio (KNOs) 19
Sulfato de Magnésio (MgSO,) 0,5¢
Cloreto de Potassio (KCI) 0,5¢
Glicose 0,2 ml
Sacarose 0,2 ml

Agua destilada 1000 ml
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Meio Batata dextrose agar (BDA)

Batata 250 ¢
Dextrose 209
Agar bacteriolégico 20 g
Agua destilada 1000 ml

A batata foi cozida durante 30 minutos em 1000 ml de agua

destilada e, apds, filtrada com o auxilio de uma peneira.

Meio liguido Batata dextrose (BD)

Batata 250 ¢
Dextrose 209
Agua destilada 1000 ml

Preparado de acordo com o item anterior, sem a adigao de agar.

Meio CYA (Czapeck Yeast Extract Agar)

Fosfato de Potassio Dibasico (KzHPO4) 19
Czapeck Concentrado 10 mi
Extrato de levedura 59
Sucrose 3049
Agar 159

Agua destilada 1000 ml
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Meio Extrato de malte-agar (MEA)

Extrato de Malte 209
Peptona 19
Glucose 209
Agar 20 g
Agua destilada 1000 ml

Meio G25N (25% Glicerol Nitrato Agar)

Fosfato de Potassio Dibasico (Ko;HPOj4) 0,75¢
Czapeck Concentrado 7,5ml
Extrato de Levedura 3,79
Glicerol 250 ml
Agar 12 ml
Agua destilada 750 ml
Meio King B
Agar 2049
Fosfato de Potassio Dibasico (Ko;HPO4) 25¢g
Sulfato de Magnésio (MgSO,) 69
Peptona 209
Glicerina 15 ml
Agua destilada 1000 ml

Apods autoclavado, o pH do meio foi ajustado a 7,2, através da
adicao de NaOH 1N.



Meio de Martin modificado para fungos

Agar bacteriolégico

Fosfato de potassio (KH2POy4)
Peptona de caseina

Rosa de Bengala

Sulfato de magnésio (MgSO,)
Agua destilada

Sulfato de estreptomicina

0,033 g
0,5¢
1000 ml

0,030 g

159

A 100 ml de &gua, foram adicionados e dissolvidos todos os

reagentes acima descritos, com exce¢ao ao sulfato de estreptomicina. Apds adi¢cao

do Rosa de Bengala, o meio foi acondicionado de modo a evitar a exposicéo a luz.

Apods a autoclavagem, com o meio a aproximadamente 45 °C, foi adicionado o

sulfato de estreptomicina e o pH do meio ajustado a 4,7, através da adicdo de HCI

concentrado.
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