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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar, em nivel de espécie, fungos emboloradores em madeira
nao tratada de Pinus spp. estocada em ambiente de laboratério, em Pelotas, Rio Grande do Sul.
Para tanto, 10 amostras de madeira de pinus atacadas por fungos de bolor foram selecionadas
para identificacdo das estruturas fingicas por meio de identificagdo morfoldgica de esporos e,
posteriormente, esses foram isolados e enviados para sequenciamento do fator de elongagao
1-alpha (EF-1a), para sua identificagdo molecular. Foram obtidos cinco isolados do género
Trichoderma e um isolado do género Fusarium. Esses foram identificados por meio de analise
molecular como pertencentes as espécies T. atroviride e F. solani, respectivamente.

Palavras-chave: conifera, biologia molecular, biodeterioragdo da madeira.

Identification of Mold Fungi in Pinus Wood Under Laboratory Conditions

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the species of mold fungi in untreated wood of Pinus
spp. stored at laboratory conditions in Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil. For this purpose,
10 Pinus spp. wood samples were randomly selected for fungal structures identification by
morphological spores and subsequently, these were isolated and sent elongation factor 1-alpha
(EF-1a) sequencing for molecular identification. Five isolates were obtained from the genus
Trichoderma and one isolate of Fusarium. These were identified by molecular analysis as belonging
to the species T. atroviride and F. solani, respectively.

Keywords: conifer, molecular biology, wood biodeterioration.
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A deterioragdo e a descoloragdo causadas por
fungos sdo as principais formas de desvalorizacio na
producéo de madeira, com perdas de 15% a 25% do
valor da drvore e de 10% a 15% de produtos de madeira
durante a estocagem e utilizagao (Kelley et al., 2002).
Normalmente, os primeiros fungos que colonizam
as arvores recém-cortadas sdo os manchadores e os
emboloradores de madeira. Isso ocorre em razdo da
grande quantidade de substancias de reserva, das quais
esses organismos se nutrem, e a elevada umidade
do material, o que propicia o seu desenvolvimento
(Hanada et al., 2003). Segundo os autores citados,
quando atacada por fungos emboloradores, a madeira
apresentara, em sua superficie, areas pulverulentas, de
coloragao variada, constituidas de massa de esporos.

De acordo com a Industria Brasileira de Arvores
(IBA, 2015), 0 género Pinus é o segundo mais cultivado
no Rio Grande do Sul, ocupando aproximadamente
184.585 ha de area plantada. A madeira desse género
caracteriza-se por apresentar baixa durabilidade
natural, sendo necessaria a aplicagdo de tratamento
quimico para aumento de sua vida util. Entretanto,
esses tratamentos apresentam algum grau de toxidez,
tornando a madeira inadequada para certos usos.
O material mais utilizado para embalagem de hortalicas,
no Brasil, é a madeira, sendo a maior parte proveniente
de dreas de reflorestamento com espécies de Pinus e, em
menor escala, com Eucalyptus (Henz & Cardoso, 2005).

Apesar da grande importancia dos fungos
emboloradores, especialmente com relagdo a utilizagao
de madeira sem tratamento, poucos estudos se detém a
identificar esses agentes, quando comparados a estudos
de identificagdo de agentes apodrecedores de madeira.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo identificar,
em nivel de espécie, fungos emboloradores na madeira
ndo tratada de Pinus spp. estocada em laboratério, em
Pelotas, Rio Grande do Sul.

A selecdo de amostras e identificagdo visual dos
fungos emboloradores de madeira foram realizadas
no Laboratério de Biodegradagdo da Madeira, Centro
de Engenharias (CEng), Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Para tanto, 10 amostras de madeira de
Pinus spp. com elevado teor de umidade, produzidas
por serrarias do municipio de Pelotas, Rio Grande do
Sul, e estocadas em laboratério por periodo superior
a um ano, foram selecionadas aleatoriamente para
visualiza¢do e identificagdo das estruturas fingicas.

As amostras apresentavam as dimensdes: 25,6 mm
de espessura x 100 mm de largura x 150 mm de
comprimento.

Para identificagdo visual foi realizada a prepara¢do
de laminas semipermanentes com o corante azul de
algodao e lactofenol. A descri¢ao morfologica dos
fungos foi comparada com as descri¢des na literatura
especializada. Apos a identificagdo, os fungos foram
repicados para meio de cultivo extrato de malte dgar
(Zauza et al., 2007) em camara de fluxo laminar,
purificados para o procedimento de sequenciamento
no Instituto Bioldgico de Sio Paulo, estado de Sao
Paulo, Brasil.

Cada isolado foi identificado com um codigo e
a extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) foi
realizada do patdgeno. As amostras de DNA gendmico
extraidas foram submetidas & Reagdo da Polimerase
em Cadeia (PCR) para a amplifica¢do da regido fator
de elongagdo 1-alpha com o par de primers EF1-T
(ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF1-1567R
(ACHGTRCCRATACCACCRATCTT) (Rehner
& Buckley, 2005). O sequenciamento foi realizado
em sequenciador Mega BACE 500 (Amersham).
As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas
com as ja existentes no banco de genoma GenBank
para os géneros identificados. A anilise filogenética
foi conduzida utilizando-se o método estatistico
Neighbour-joining com base em 1.000 réplicas de
bootstrap. As distancias evolutivas foram calculadas
usando-se o modelo Tamura-Nei.

Dentre os isolados coletados nas amostras de
pinus foram identificados 5 de Trichoderma spp. e
1 de Fusarium sp. Esse tltimo sé teve a identidade
revelada ap6s andlise molecular, pois ndo apresentava
esporulacdo no momento da identificagao morfologica.
Como pode ser observado na Figura 1, todos os
isolados de Trichoderma sp. foram identificados como
pertencentes a espécie T. atroviride.

Fungos do género Trichoderma sio organismos
de vida livre, que se reproduzem assexuadamente,
presentes com mais frequéncia em solos de regides
de clima temperado e tropical. Esses podem também
colonizar madeira, onde a fase sexual teleomorfa
(género Hypocrea) é frequentemente encontrada
(Machado et al., 2012). Na madeira, dificilmente
causam deterioragdo, porém, o alburno atacado por
esses fungos pode exibir dreas de coloragao variavel,
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Figura 1. Dendrograma filogenético construido para os isolados T, T,, T,, T, T, e T , provenientes de madeira de Pinus spp.
Figure 1. Phylogenetic dendrogram built to T, T,, T, T,, T, e T, isolated from Pinus spp. wood.

geralmente azuis a cinza-escuro (Silva et al., 2014),

depreciando a madeira para a produ¢éo de méveis.

Henz & Cardoso (2005) observaram o desenvolvimento
de fungos em ripas de madeira de Pinus utilizadas na
montagem de caixas para embalagem de hortalicas.
Os fungos mais detectados foram Trichoderma harzianum

e Rhizopus stolonifer. Hanada et al. (2003) realizaram um

levantamento de fungos emboloradores e manchadores
em madeira de 12 espécies florestais estocadas em
4 industrias madeireiras de Manaus, AM, e obtiveram
106 isolados de fungos. Do género Trichoderma foram
identificadas 4 espécies (T. harzianum, T. longibrachiatum,
T. pseudokonigii e T. viride). As duas ultimas espécies
de Trichoderma citadas anteriormente pertencem ao
complexo T. viride/atroviride/koningii (Libeck et al.,
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2004), do qual a espécie T. atroviride identificada no
presente estudo também faz parte sendo, portanto,
semelhante aquelas geneticamente.

Silva et al. (2014), ao testarem fungos isolados
de cepas de madeira de eucaliptos deterioradas
observaram pequenas perdas de massa provocadas com
ainocula¢io de isolados de Trichoderma spp., quando
comparados a outras espécies de fungos ja reconhecidos
como deterioradores de madeira. Segundo os autores,
apesar de os fungos do género provocarem manchas
externas (bolor) na madeira e serem os primeiros a
colonizar o substrato, possuem pequena capacidade
de deterioragdo da madeira.

Séo poucos os estudos ja realizados em que o género
Fusarium é associado a madeira. Hanada et al. (2003)
encontraram duas espécies de Fusarium, sendo elas
F. moniliforme e F. oxysporum associados a madeira
de Hura creptans e Ceiba pentandra, respectivamente.
Campos etal. (2013) isolaram F. oxysporum de madeira
de cinco espécies florestais que apresentavam sintomas
de ataque de fungos emboloradores. No presente estudo,
oisolado T, foi identificado como F. solani (Figura 1).
Embora visualmente o fungo apresente sintoma de
bolor, nem sempre é possivel separar ou discernir com
clareza se ele provoca bolor ou mancha na madeira sem
um estudo histologico prévio (Hanada et al., 2003).

O presente estudo identificou a presenga de fungos
emboloradores das espécies F. solani e T. atroviride
em madeira de Pinus spp. em Pelotas, Rio Grande do
Sul. A partir da identificagdo especifica desses agentes
é possivel o desenvolvimento de iniciativas na busca
de formas e métodos de preservagido da madeira,
evitando-se o seu ataque.
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