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RESUMO

COSTA, Lais Goncalves. Selecdo de fungos com capacidade de degradacao de
tocos de Eucalyptus spp. para utilizacdo na destoca biolégica. 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito
Santo, Jeronimo Monteiro, ES. Orientador: Prof. Dr. Waldir Cintra de Jesus Junior.

Coorientador: Prof. Dr. Juarez Benigno Paes.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar, por meio do isolamento e sele¢cédo de
fungos, o potencial degradador dos mesmos em tocos de Eucalyptus spp., a fim de
desenvolver uma alternativa para o processo convencional da retirada de tocos em
povoamentos de Eucalyptus spp. Para tanto, foram coletados discos de tocos
deteriorados de eucalipto no campo, e a partir destes foram isolados os fungos. A
fim de verificar o potencial de degradacdo de madeira dos fungos isolados, estes
foram testados no experimento de pré-selecdo. Foi realizada a identificacédo
molecular dos isolados que apresentaram potencial de degradacdo no experimento
de pré-selecdo. Os fungos selecionados como potencial degradadores da madeira
foram avaliados em ensaio de apodrecimento acelerado para detectar a real
capacidade de deterioracdo. Apds este ensaio, foi realizada a andlise quimica da
madeira deteriorada para verificar quais constituintes da madeira foram deteriorados
pelos fungos. O potencial de degradacdo em tocos no campo pelos fungos
selecionados foi avaliado com o auxilio de um penetrémetro de impacto e por meio
da velocidade de propagacdo das ondas de tensédo (Stress wave timer), ap0s quatro
meses da inoculacdo. O isolamento de fungos a partir de tocos no campo permitiu a
obtencdo de 7 fungos com potencial de degradacdo de madeira de eucalipto. Os
fungos identificados foram Resinicium confertum, Phanerochaete chrysosporium e
Trichoderma citrinoviride. A analise quimica determinou, de maneira geral, a maior
preferéncia pela lignina na posicdo da madeira mais consumida. Foi observada a
presenca dos fungos nos tocos inoculados apds o término do ensaio de campo,

porém a degradacdo teve pouca variacdo em relagcdo aos tocos nao inoculados.

Palavras-chave: Deterioracdo de tocos, Fungos xil6fagos, Stress wave timer,

Quimica da madeira.



ABSTRACT

COSTA, Lais Goncalves. Selection of fungi with capacity of degradation in
stumps of Eucalyptus spp. for use in biological stump removal. 2014.
Dissertation (Master's degree in Forest Sciences) — Federal University of Espirito
Santo, Jerbnimo Monteiro, ES, Advisor: Prof. Dr. Waldir Cintra de Jesus Junior. Co-

advisor: Prof. Dr. Juarez Benigno Paes.

The present work aimed to evaluate, through the isolating and selection of fungi, the
degradation potential thereof in stumps of Eucalyptus spp., in order to develop an
alternative to the conventional process of stumps removal in Eucalyptus spp.
Therefore, were collected discs in decayed eucalyptus stumps in the field, and from
these were isolated fungi. In order to verify the potential degradation of wood fungi
isolated, these were tested in the pre-selection experiment. Was performed
molecular identification of isolates exhibiting degradation potential in the pre-
selection experiment. Fungi selected as degrading potential of wood were evaluated
in accelerated decay test to detect the actual capacity of deterioration. After this test,
was performed a chemical analysis of the decayed wood to verify which wood
constituents were damaged by the fungi. The stumps degradation potential in the
field by the selected fungi was evaluated with the aid of a penetrometer of impact and
through the speed of propagation of stress waves, after four months of inoculation.
Isolation of fungi from the field stumps afforded 7 fungi with degradation potential of
eucalyptus wood. The identified fungi were Resinicium confertum, Phanerochaete
chrysosporium and Trichoderma citrinoviride. Chemical analysis of the wood
determined, in generally, most preferably of lignin in the most consumed position of
the wood. It was observed the presence of fungi in the inoculated stumps after the
field test, but the degradation had little variation in relation to non-inoculated stumps.

Keywords: Stumps deterioration, Wood decay fungi, Stress wave timer, Wood

chemistry.



SUMARIO

(LN RESI0] 510070 TR 9
1.1 OBUJIETIVOS ...ttt 11
1.1.2 ODJEEIVO GEIAI ... 11
1.1.2 ObjetiVOS €SPECITICOS ..uuuuiiiii it e e 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 12
2.1 O GENERO EUCAIYPIUS. .....ccuveiveieieieeieieiee et eee et ie sttt ste e ste e sessreeae e s 12
2.2 DECOMPOSICAO DA MADEIRA POR FUNGOS XILOFAGOS.........ccccceuenene... 13
2.2.1 Podrid@0 DrancCa ......ccoooeeiiiii i 14
2.2.2 POArdA0 PArda...cccceeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.2.3 Podrid80 MOIE oo 16
2.3 DESTOCA MECANICA VERSUS DESTOCA BIOLOGICA.........ccecveeeecenne, 17
2.4 COMPOSICAO QUIMICA DA MADEIRA ......coiititeeee e, 19
24,1 CelUIOSE e 19
2. 4.2 HEMICEIUIOSES ... 20
2. 4.3 LIgNINA e 20
244 EXITALIVOS oot 21
3 MATERIAIS E METODOS ..ottt ete ettt eteete st ste et naeeae s 23
3.1 OBTENCAO DE FUNGOS XILOFAGOS EM TOCOS DE Eucalyptus spp. ........ 23
3.1.1 Descricdo da area de coleta dos tocos de Eucalyptus sp. e do material

(030 =] = To Lo 1RO 23
3.1.2 Armazenamento e processamento do material coletado ............ccccevvvnnnnn. 24
3.1.3 Is0lamento dOS fUNQOS ...uiiiiiieieeee e 25
3.2 AVALIA(;L&O DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE

PRE-SELECAO DOS FUNGOS.......cuutiiiiiiiiiiiiiiiiiiniriiiiiieieaeieaneeeseseseeneeeenneeeeeenennnanne 25
3.2.1 Espécie de madeira e preparacdo dos corpos de prova..........ccceeeeevvvvnnnnnn. 26
3.2.2 FUNQOS SEIECIONAUOS .. .o 26
3.2.3 Montagem do eXPeriMeENTO ......cooeeiiieieeeeeee e 27
3.2.4 Avaliacdo e analise dos resultados ........ccooovviiiiiiii i, 28
3.3 IDENTIFIS:AC;AO MOLECULAR DOS FUNGOS COM POTENCIAL DE

D] Y O 2 29
3.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETERIORAQAO EM EXPERIMENTO DE

APODRECIMENTO ACELERADO EM LABORATORIO .....ccovvvviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
3.4.1 Espécie de madeira e preparo dos cOrpos de prova........ccceeeeeeeeeeeeeeenvnnnnnn. 30
3.4.2 FUNQOS SEIECIONAUOS .. .ccoeeeeeeeeee e 31
3.4.3 Montagem do eXPeriMeENTO ......cooeeeiiei e 31

3.4.4 Avaliacdo e analise dos resultados ... 32



3.5 ANALISE QUIMICA DA MADEIRA .......oo oot 33

3.6 AVALIACAO DA DEGRADACAO POR FUNGOS EM TOCOS NO CAMPO. ...... 34
3.6.1 Localizagdo e montagem do experimento ........ccccoeeeeeeeeieee e 34
3.6.2 Avaliacdo e analise dos resultados ........ccoovvviiiiiiiii e 36
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......ciiieeeieeeeeeeeeeeeee ettt 39
4.1 FUNGOS ISOLADOS A PARTIR DOS TOCOS COLETADAS NO CAMPO........ 39
4.2 AVALIA(;L&O DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE

PRE-SELECAQO DE FUNGOS..... ..ot 39
4.3 IDENTIFISZA(;AO MOLECULAR DOS FUNGOS COM POTENCIAL DE

DEGRADAGAOD ... ettt ettt e e e et e e e e e e e e n bttt e e e e e e e e e a bbb raeaeaeeeaann 43
4.4 AVALIAC;AO DA CAPACIDADE DE DETERIORAC}AO EM EXPERIMENTO DE

APODRECIMENTO ACELERADO EM LABORATORIO .....cccvviiieeiiiiiiiiiiiiieieeee e 44
4.5 ANALISE QUIMICA DA MADEIRA . ........coiviiiiiiee ettt 48
4.6 AVALIAQAO DA DEGRADAC}AO POR FUNGOS EM TOCOS NO CAMPO. ...... 52
4.6.1 Avaliacdo da degradacdo com penetrébmetro de impacto ........cccccceeeeenene. 52
4.6.2 Avaliacao da degradacao com Stress Wave TIMer .....ccccovveeeeveveeiiiiiiineeeeenn. 54
5 CONCLUSOES ......ooiiiiieieteie sttt 58
B REFERENCIAS. ... .ottt ettt ete ettt et e et e et e et et eeteeteste e eaeeee e 59

APENDICES ..o e 65



1 INTRODUCAO

Os plantios florestais de Eucalyptus spp. no Brasil tiveram grande
crescimento nos Ultimos anos. Segundo dados da Industria Brasileira de Arvores —
IBA (2014), em 2013, o setor brasileiro de arvores plantadas adicionou ao produto
interno bruto (PIB) brasileiro (R$ 4,8 trilndes) cerca de R$ 56 bilhdes, representando
1,2% de toda a riqueza gerada no Pais. Os plantios de arvores de eucalipto
representam 72,0% da area total de arvores plantadas e as arvores de pinus, 20,7%,
acacia, teca, seringueira e paricd estdo entre as outras espécies plantadas no Brasil
gue correspondem a 7,3%.

Para efeito de comparacdo cada hectare com arvores plantadas no Brasil
adicionou ao PIB nacional em 2013 cerca de R$ 7,4 millano, enquanto a soja
adicionou R$ 4,8 mil/ano por hectare plantado (IBA, 2014).

O uso multiplo da madeira de eucalipto € um dos fatores que contribuiram
para esse crescimento, a qual pode ser usada para diversas finalidades, como
construcdo civil, industria moveleira, producdo de polpa celulésica e papel e
producéo de carvao. Segundo Andrade et al. (2012), a espécie se consolidou como
uma fonte de suprimento de madeira por ter um curto ciclo de corte e rapido
crescimento.

Assim, com o crescente desenvolvimento do setor florestal torna-se
necessario a atualizacdo das técnicas empregadas durante a exploracdo das
espécies do género Eucalyptus e afins, para produzir alternativas menos onerosas e
mais sustentaveis ao meio ambiente.

A retirada dos tocos de Eucalyptus spp. apds o corte da madeira é realizada
por meio do processo de destoca mecanica. De acordo com Dedecek e Gava (2005)
e Alonso et al. (2007) esse processo é de elevado custo; gera danos ao meio
ambiente como a compactacdo do solo; danifica a estrutura do solo durante o
deslocamento da manta organica que se acumulou na superficie; e, além disso,
pode causar danos a pneus e partes de maquinas e implementos utilizados no
preparo do solo.

Deste modo a destoca biolégica surge como uma alternativa promissora

para a substituicdo do processo de destoca mecéanica. No entanto, segundo Onofre
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et al. (2001), o processo de degradacao biolégica natural de tocos de Eucalyptus
spp. ho campo € demorado, assim durante muitos anos tal material permanece
inalterado, se tornando inviavel a utilizacdo desse processo.

Visando a substituicdo do emprego da destoca mecéanica na retirada de
tocos de Eucalyptus spp. e a aceleracdo do processo de degradacédo bioldgica
natural, tem-se como alternativa promissora o emprego de fungos apodrecedores
selecionados.

Os fungos degradadores da madeira ndo patogénicos causam varias
mudangas nas propriedades da mesma em decorréncia da degradacdo dos
polimeros das paredes das células e sdo conhecidos como fungos de podridao
mole, que causam a degradacdo da celulose na madeira sob baixa disponibilidade
de oxigénio; fungos de podriddo parda, que provocam a degradacdo das
hemiceluloses e celulose da madeira; e fungos de podriddo branca, que alteram os
compostos quimicos da madeira, principalmente lignina (OLIVEIRA et al., 1986;
TIAN et al., 2010; RYSS et al., 2011).

Portanto, de acordo com Andrade et al. (2012), a utilizacdo de fungos
selecionados aumenta expressivamente a decomposicao de tocos de Eucalyptus sp.
em campo. Além disso, tem-se uma reducdo da exportacdo de nutrientes da area,
manutencdo da microbiota e reducédo dos impactos causados no solo, contribuindo
desta forma, para a maior sustentabilidade das florestas plantadas (ALONSO et al.,
2007).

Em funcéo dos fatores supracitados, a selecdo de fungos que aceleram o
processo de degradacé&o natural dos tocos remanescentes da extracao florestal em

povoamentos de eucaliptos tem grande importancia.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O trabalho teve por objetivo avaliar, por meio do isolamento e selecao de
fungos, o potencial degradador dos mesmos em tocos de Eucalyptus sp., a fim de
desenvolver uma alternativa para a destoca mecanica de tocos em povoamentos de

Eucalyptus spp.

1.1.2 Objetivos especificos

Promover o isolamento de fungos a partir de fragmentos de tocos de
eucaliptos deteriorados coletados no campo, visando a obtencédo de culturas puras.

Avaliar o poder de degradacéo dos fungos selecionados em experimento de
pré-selecdo de fungos com capacidade de deterioracdo em laboratério.

Realizar a identificacdo molecular dos fungos selecionados com maior poder
de degradacao por meio da extracdo do DNA (Deoxyribonucleic Acid) genémico.

Verificar o poder de degradacao dos fungos selecionados em experimento
de apodrecimento acelerado em laboratério.

Realizar a analise quimica da madeira deteriorada a fim de verificar quais
constituintes da madeira serdo deteriorados pelos fungos.

Avaliar o poder de degradacdo dos fungos selecionados em tocos de

Eucalyptus sp. no campo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, e é originario da
Australia ocorrendo ainda, na Papua Nova Guiné, Indonésia e Filipinas, com mais de
600 espécies descritas. E um género de grande plasticidade e de dispersdo mundial,
cresce satisfatoriamente em grande amplitude edafoclimética, e pode ser encontrado
em diversas regides do globo (LIMA, 1996).

No Brasil, assim como em outros paises, o género Eucalyptus teve boa
adaptacdo e ampla aceitacdo no mercado. Rapido crescimento, adaptacdo a varios
tipos de solo, topografia, clima e baixo custo de producdo, sdo alguns fatores que
justificam tal fato.

A cultura do eucalipto foi introduzida no Brasil em 1903 por Edmundo
Navarro de Andrade, para fornecer carvdo e dormentes as locomotivas da
Companhia Paulista de Estradas de Ferro, e reflorestar as areas de florestas nativas
exploradas (MARTINI, 2004). Na década de 1940, os plantios de eucaliptos em
escala comercial tiveram grande impulso, na regido da Bacia do Rio Doce, Minas
Gerais, nos locais em que havia mineracéo de ferro para a siderurgia. Seu uso era
em forma de carvdo vegetal para substituir o coque nos processos de
beneficiamento do minério de ferro (CHANDLER e HANSON, 1998).

Segundo dados da IBA (2014), no cenario mundial, o Brasil atualmente é o
pais com a maior producdo de folhosas e coniferas, produzindo 38,1 e
31,3 m*hatano™ respectivamente, e a Nova Zelandia é detentora do segundo lugar,
com producéo de 18,8 e 27,5 m® ha™ ano™, respectivamente. Os principais estados
produtores de eucalipto no Brasil sdo: Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso do
Sul, Bahia, Rio Grande do Sul e Espirito Santo, a porcentagem de plantio de
eucalipto em cada estado € de 25,6; 18,4; 12,7; 11,4; 5,7 e 4,0%; respectivamente
em relacdo a area plantada de eucalipto do Brasil.

Em 2013, a area ocupada por plantios florestais de Eucalyptus spp. no Brasil

totalizou 5,47 milhdes de ha, representando crescimento de 3,1% (170.000 ha)
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frente ao indicador de 2012. O principal fator que alavancou esse crescimento foi o
estabelecimento de novos plantios frente & demanda futura dos projetos industriais
do segmento de celulose. O setor de celulose é o que mais utiliza a madeira de
Eucalyptus spp., sendo 41% utilizada neste setor (IBA, 2014).

A madeira de eucalipto produzida no Brasil tem usos multiplos, além do uso
na producdo de celulose, é possivel citar como exemplo produtos finais diversos,
sendo estes: lenha, carvdo, madeira para serraria, celulose, Oleos essenciais,
dormentes, estacaria para edificacdes, postes, moirdes e painéis aglomerados.

As principais espécies do género Eucalyptus plantadas em climas tropicais e
subtropicais sdo: E. grandis, E. globulus, E. saligna e E. urophylla. Em regifes de
clima temperado séo plantados o E. cloezina, E. dunnii e E. viminalis (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE SILVICULTURA — SBS, 2006).

No Brasil grande parte das plantacdes de eucalipto é realizada com hibridos
clonais. O melhoramento de plantas consiste basicamente em modificar seu
patrimdnio genético, com a finalidade de obter plantas capazes de apresentar maior
rendimento, com produtos de alta qualidade e capazes de se adaptar as condicbes
de determinado ambiente, além de ser resistente as principais pragas e doencas
(CRISTINA, 2004; SANTOS, 2005).

O hibrido clonal de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, € um dos
mais utilizados em reflorestamentos no Brasil. Com o objetivo de melhorar a
producdo de celulose, este hibrido desenvolvido no Brasil, aliou caracteristicas
desejaveis como rapido crescimento, alta densidade da madeira e propriedades
fisicas de celulose, tornando-o assim um material com maior rendimento para
producdo de celulose (QUILHO; MIRANDA; PEREIRA, 2006).

2.2 DECOMPOSICAO DA MADEIRA POR FUNGOS XILOFAGOS

Os fungos xiléfagos sdo organismos responsaveis pelas maiores perdas
causadas a estruturas de madeira, como postes, dormentes e moirbes (PAES;
MORAIS; LIMA, 2005). De acordo com Clausen (2010), os fungos xiléfagos podem
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ser classificados em funcéo do tipo de ataque a madeira em: fungos emboloradores
ou manchadores e os fungos apodrecedores.

Os fungos emboloradores ou manchadores séo responsaveis por alteracdes
na superficie da madeira sendo as propriedades mecanicas das madeiras atacadas
por esses fungos pouco alteradas (CLAUSEN, 2010).

Ao contrario dos fungos emboladores, os fungos apodrecedores causam
profundas alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas das madeiras, por meio
das progressivas deterioracfes das moléculas que constituem a parede celular, e
sao classificados em podriddo branca, podridao parda e podriddo mole (CLAUSEN,
2010).

2.2.1 Podridao branca

Esse tipo de apodrecimento é causado por alguns fungos da classe
Basidiomicetos, sendo exemplos as espécies Polyporus fumosos, Trametes
versicolor e Polyporus sanguineus (OLIVEIRA et al., 1986).

A podriddo branca, normalmente, pode ser observada nos estagios iniciais,
em que a madeira torna-se clara ou descolorida. Isto ocorre por causa da maior
porcentagem de holocelulose existente na madeira, pois esta, quando atacada,
adquire coloragéo clara, apresentando progressiva perda de massa e propriedades
mecanicas (KIRK; COWLING, 1984; MENDES; ALVES, 1988; CLAUSEN, 2010).

As hifas desses fungos colonizam os lumes das células, assim como os de
podriddo parda, penetrando, em coniferas, primeiro de uma célula para outra via
pontuagdes. Em folhosas as hifas colonizam os raios e vasos, penetrando nas fibras
(KIRK; COWLING, 1984; OLIVEIRA et al., 1986). Os fungos de podriddo branca
atuam na superficie da parede celular. A acdo restrita do sistema enzimatico
proporciona a formacdo de fendas ou orificios nos quais os fungos se fixam. No
decorrer do ataque, estas fendas vao se juntando, provocando uma vagarosa e total

erosdo da parede celular a partir do lume. Estes fungos decompdem,
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proporcionalmente, tanto a celulose e hemicelulose quanto a lignina (OLIVEIRA et
al., 1986).

Na literatura € possivel verificar o potencial degradador dos fungos
causadores da podriddo branca. Em alguns trabalhos pode-se encontrar perda de
massa superior a 25% (MODES et al.,, 2012; MOTTA et al., 2013). Segundo a
American Society for Testing and Materials — ASTM D - 2017 (2005) a madeira com

tal perda de massa néo pode ser classificada como resistente a fungos xiléfagos.

2.2.2 Podridao parda

Da mesma forma que a podriddo branca, esse tipo de apodrecimento é
causado por alguns fungos da classe Basidiomicetos, sendo exemplos as espécies
Postia placenta, Neolentinus lepideus e Gloeophyllum trabeum (OLIVEIRA et al.,
1986).

Em coniferas, os fungos causadores de podriddo parda colonizam a madeira
através dos raios e se propagam, por meio de microhifas, no tecido longitudinal
pelas pontoacgdes, e crescem dentro do lume celular (SCHMIDT, 2006).

Nas folhosas, a distribuicdo inicial das hifas € mais uniforme. Em algumas
espécies, a colonizacdo pelos vasos é maior que pelos raios. As hifas destes fungos
permanecem no lume das células na superficie da camada S3, que ndo é atacada.
As enzimas celuloliticas, por difusdo, avancam na camada S2 e posteriormente a
camada S1 e lamela média, degradando completamente os carboidratos (OLIVEIRA
et al., 1986; SCHMIDT, 2006).

Estes fungos degradam a celulose e as hemiceluloses, transformando-as em
substancias soluveis facilmente assimiladas e digeridas. A lignina, de coloracéo
escura, fica praticamente intacta, conferindo a madeira um aspecto pardo-escuro
(KIRK; COWLING, 1984; MENDES; ALVES, 1988; CLAUSEN, 2010).

A podriddo parda, muitas vezes, ndo é perceptivel durante os estagios
iniciais, mas a madeira torna-se rapidamente fragil. Com o avanc¢o da deterioracéo a

parede celular pode contrair e entrar em colapso (KIRK; COWLING, 1984). A
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destruicdo dos elementos estruturais que se encontram nas paredes celulares
provoca uma rapida perda da resisténcia mecanica da madeira (MENDES; ALVES,
1988). Segundo Oliveira et al. (1986) a resisténcia ao impacto € a propriedade da
madeira mais rapidamente afetada.

Segundo Winandy e Morell (1993), os fungos causadores de podridédo parda
foram responsaveis pela reducdo das propriedades mecéanicas da madeira de
Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii). O médulo de elasticidade (MOE) e o mdodulo de
ruptura (MOR) foram algumas das propriedades mecanicas afetadas pelos fungos
testados. Houve uma reducéo de 45,25% no MOE e 60,11% no MOR, apés 177 dias
de incubac&o submetido ao fungo P. placenta. A reducédo do MOE e MOR foi maior
para o fungo G. Trabeum no mesmo periodo de incubacdo, sendo de 60,11 e

69,8%, respectivamente.

2.2.3 Podridao mole

Os fungos responsaveis pela podriddo mole sdo pertencentes as classes
Ascomicetos e Deuteromicetos (OLIVEIRA et al., 1986). A degradacéao por fungos de
podriddo mole normalmente afeta principalmente a superficie externa da madeira,
apresentando rachaduras transversais na superficie (OLIVEIRA et al., 1986).

O ataque é favorecido por situacdes em que a madeira se encontra Umida,
sendo caracterizado por um amolecimento da madeira e por conferir a mesma uma
coloracdo que varia de cinza a marrom (KIRK; COWLING, 1984; CLAUSEN, 2010).
A degradacéo produzida por estes fungos € de a¢do lenta quando comparada com a
atividade da podriddo branca e parda (MENDES; ALVES, 1988).

Os fungos causadores de podriddo mole se diferenciam daqueles de
podriddo branca e parda por crescerem principalmente dentro da parede celular.
Tanto em coniferas, como em folhosas, a madeira € inicialmente colonizada pelo
parénquima radial (OLIVEIRA et al., 1986).

Nas coniferas, a penetracdo do fungo ocorre a partir do lume dos

traqueideos, por meio de hifas de perfuragdo fina, com menos de 0,5 ym de
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espessura, que penetram a camada S3 e, em seguida, reorientam e penetram suas
hifas na camada S2, depois de uma ramificagcdo em forma de “T”, fornecendo dois
ramos finos que sdo emitidos ao longo das microfibrilas (OLIVEIRA et al., 1986).

Nas Folhosas as hifas existentes no lume produzem uma ramificacéo fina
que penetra obliguamente na parede celular, provocando a lise da camada S3 e
desenvolvendo-se na camada S2, produzindo uma chamada ramificagdo em “V”
(OLIVEIRA et al., 1986).

Dentro da parede celular, os fungos de podriddo mole degradam a celulose
e hemiceluloses. Comparado com os fungos da podriddo parda, os agentes da
difusdo enzimatica ndo conseguem atingir tdo profundamente a parede celular, em
funcdo dessa limitacdo, permanecem nas imediacdes das hifas. Pelo menos na fase
inicial do ataque, a lignina n&o €&, ou é pouco atacada, de modo que a podriddo mole
em relacdo a este fato se assemelha a podriddao parda (OLIVEIRA et al., 1986;
SCHMIDT, 2006).

2.3 DESTOCA MECANICA VERSUS DESTOCA BIOLOGICA

Em algumas empresas florestais o sistema silvicultural adotado para o
manejo e conducédo das plantacdes de eucaliptos, é o de talhadia, que consiste no
primeiro corte da arvore de eucalipto aproximadamente aos sete anos de idade e
conducado da brotacdo dos tocos, seguido de dois ciclos de colheita subsequentes,
da primeira e segunda brotacdo dos tocos, totalizando um ciclo total de vinte e um
anos, quando, entdo os plantios sao reformados. Como resultado da adocéo deste
sistema, € possivel encontrar extensas areas onde a presenca de tocos na area
dificulta o preparo da mesma para um novo plantio (COUTO et al., 2013).

Geralmente, a operacdo de destoca, realizada por tratores de esteiras,
consiste em remover a parte aérea do toco e de suas raizes, facilitando o trabalho
das maquinas de preparo do solo e semeadura. Porém, segundo Krag (2010) na
atividade de destoca os impactos gerados sdo de valor negativo, pois ha uma

relacdo de causa e efeito imediata. A execucao desta atividade afeta em ordem
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direta o ar, pela utilizagdo de maquinarias que contribui para o aumento de gazes e
particulas solidas; o solo, com a movimentagdo das maquinas contribuindo para
compactacdo do mesmo; a microfauna terrestre por meio da destruicdo e ocupacéo
de habitat, atingindo ainda o banco de propagulos no solo pela utilizacdo dos
implementos na area.

De acordo com o trabalho de Simdes e Schmitz (2000), a destoca mecanica
acarreta ainda outros inconvenientes, como o decréscimo dos teores de matéria
organica no solo, além de ser uma atividade onerosa.

Segundo Pavan, Alves e Souza (2010), dentre as atividades envolvidas no
processo de producdo de eucalipto a destoca mecéanica € a que representa 0 maior
custo, seguida do plantio, tratos culturais e preparo do terreno.

A destoca biologica é uma alternativa de substituicdo da mecéanica. A
destoca bioldgica ocorre por meio da utilizacdo de fungos apodrecedores da madeira
aliado as condicdes ideais para que acelerem a degradacao bioldgica dos tocos. Em
geral, temperaturas mais elevadas propiciam as atividades enziméaticas dos fungos
apodrecedores, sendo a temperatura ideal situada entre 30-40 °C (CHEN et al.,
2000).

O processo de destoca biologica pode apresentar variagdes de acordo com
a espécie de fungo utilizada, com o método de inoculacdo e a estacdo do ano
(ANDRADE, 2003). Segundo Negrao (2011), os fungos mais promissores para a
degradacdo dos tocos sdo aqueles naturalmente presentes nos povoamentos de
eucalipto, os quais ja estdo adaptados ao tipo de substrato, clima e local.

E importante salientar que se deve ter atencdo para a ndo utilizacdo de
fungos fitopatogénicos na area de interesse. Assim, se usada de forma correta, a
destoca biolégica pode-se tornar uma alternativa promissora, contribuindo para a

maior sustentabilidade das florestas plantadas (ALONSO et al., 2007).
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2.4 COMPOSICAO QUIMICA DA MADEIRA

A madeira € composta majoritariamente de polimeros de celulose,
hemicelulose e lignina, e estes sdo responsaveis pela maioria das propriedades
fisicas e quimicas da madeira (LEPAGE, 1986). Na madeira de eucalipto, por
exemplo, estes polimeros estdo distribuidos na seguinte proporcao: 40-62% de
celulose, 12-22% de hemiceluloses e 15-25% de lignina (HILLIS; BROWN, 1978).
Além desses polimeros também estdo presentes, em menor quantidade, os
extrativos e materiais inorganicos (cinzas) (LEPAGE, 1986).

A proporcdo desses componentes varia em madeiras de coniferas e
folhosas, nas espécies de um mesmo género, e até mesmo entre as mesmas
espécies, sendo esta Ultima influenciada pelo local de crescimento da &rvore
(PEREIRA, 1988).

2.4.1 Celulose

A celulose (CgH1005), € um polimero constituido por centenas de unidades
de glicoses que forma cadeias muito estaveis de alta massa molecular, € insoltvel
em agua e é o polissacarideo de maior abundancia no planeta, além de ser o
principal componente da parede celular dos vegetais (MILTON, 1995; MULLER et
al., 2006). A celulose pode ser encontrada na natureza em varios materiais como:
algodéo, rami, bambu, madeira e casca.

A celulose é o principal constituinte quimico presente nas madeiras e seu
teor pode variar de acordo com os dois grandes grupos vegetais produtores de
madeira. Nas coniferas o teor de celulose varia entre 45-50%, enquanto nas
folhosas varia entre 40-50% (BIERMANN, 1996). Em funcdo das fortes ligacdes
entre e intra molécula de glicose, a celulose é responsavel por conferir resisténcia

mecanica & madeira.
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2.4.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses, também conhecidas como polioses, juntamente com a
celulose formam a fracdo da madeira denominada holocelulose. As hemiceluloses
sdo polissacarideos associados a celulose e lignina em tecidos vegetais, e a sua
principal diferenca em relacéo a celulose € a presenca de diversos tipos de unidades
de acucares (LEPAGE, 1986; SANTOS; REIS; MOREIRA, 2001).

As unidades de acucares que compdem as hemiceluloses sé&o: as
pertencentes ao grupo das hexoses, glucoses, manose e galactose e as
pertencentes ao grupo das pentoses, xilose e arabinose (KLOCK et al., 2005).

As hemiceluloses sdo o segundo maior componente da madeira, nas
folhosas o teor de hemiceluloses é maior quando comparado com as coniferas. A
madeira de folhosas possuem de 25-35% de hemiceluloses enquanto as de
coniferas 25-29% (MILTON, 1995; KLOCK et al., 2005).

2.4.3 Lignina

A lignina, polimero tridimensional, &€ o terceiro componente da madeira, e
sua composicdo quimica é considerada complexa. Ao contrario da celulose e das
hemiceluloses, a lignina ndo pode ser descrita como uma combinacdo simples de
algumas unidades monomeéricas. Esse polimero natural pode ser definido como
sendo uma classe de diferentes compostos, que contém hidrocarbonetos
poliméricos complexos, formados por grupos alifaticos e arométicos (MILTON,
1995).

Sua presenca ocorre ao longo da parede da célula unindo as fibras e
microfibrilas da celulose, conferindo rigidez a parede das células vegetais. O que
difere as plantas lignificadas das que ndo contém lignina, como gramineas, € a
rigidez conferida por esta, possibilitando o crescimento em altura. Além disso, a

presenca da lignina nos vegetais age como uma barreira fisica a degradacao
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enzimatica da parede celular, podendo esta ser rompida mecanicamente por insetos
e brocas marinhas, bioquimicamente por fungos de podriddo branca e mole e,
possivelmente, por pequenas nanoenzimas catalisadoras no caso de fungos de
podriddo parda (KIRK; COWLING, 1984).

Nas madeiras de coniferas a lignina estd presente em maior quantidade,
tendo em média 26-30% deste elemento, ja nas madeiras de folhosas possui de
16-24%. Tal fato pode afetar a decomposicdo da madeira para determinados fungos
xil6fagos, assim como o tipo de lignina presente na madeira de coniferas (OLIVEIRA
et al., 1986; CARVALHO et al., 2009).

2.4.4 Extrativos

Os extrativos sdo compostos extracelulares e de baixo peso molecular que
nao fazem parte da composicao estrutural da madeira e podem ser encontrados nas
paredes celulares e limes de células (MILTON, 1995).

O teor de extrativos na madeira varia em média de 2 a 15%. As madeiras de
coniferas, em geral, possuem mais extrativos do que as de folhosas. Os extrativos
estdo localizados em sua maioria no cerne da madeira, no alburno a quantidade de
extrativos é baixa, e isto pode explicar a maior durabilidade natural da madeira do
cerne em relacdo a de alburno (ROWELL et al., 2005).

Os extrativos influenciam nas propriedades fisicas da madeira, cheiro, cor,
resisténcia a microrganismos, densidade, higroscopicidade, e inflamabilidade. Os
extrativos sdo também denominados de componentes acidentais e podem ser
removidos da madeira por 4gua fria ou quente e por solventes organicos tais como,
etanol, tolueno, acetona e dicloremetano (HILLIS, 1971; MILTON, 1995). De acordo
com Sjostrom e Westermark (1999), os principais tipos de extrativos s&o:
terpenoides e esteroides, gorduras, ceras e substancias fendlicas incluindo
estilbenos, lignanas, taninos e flavonoides.

Além de alterar as caracteristicas da madeira, 0s extrativos podem ser

utilizados em escala comercial e tem notavel importancia industrial, um exemplo sao
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0S extrativos obtidos a partir da resinagem da madeira de pinus que s&o
denominados de terebintina e breu. A terebintina tem aplicacdes diversas no campo
guimico e farmacéutico, sendo utilizada como solvente de tintas e vernizes, canfora
sintética, além da composicdo em fungicidas, bactericidas e germicidas. O breu é
normalmente utilizado na fabricacdo de colas para papel, vernizes e tintas, borracha
e adesivos (BRITO; BARRICHELO; GUTIERREZ, 1980).

A durabilidade natural da madeira € uma das propriedades que determina
sua susceptibilidade ao ataque de organismos xil6fagos e esta na maioria das vezes
associada a quantidade e qualidade dos extrativos. Em uma mesma espécie as
variacdes nos teores desses componentes € evidentemente maior no cerne recém-
formado do que no cerne interno. Em relacdo ao tipo de extrativos capazes de
conferir resisténcia a organismos xil6fagos, esses também sdo amplamente
variaveis e inerentes a cada espécie (OLIVEIRA et al., 2005).

Oliveira et al. (2005) testaram a influéncia dos extrativos em seis diferentes
espécies de madeira, em ensaio de apodrecimento acelerado. Para a madeira de
candeia, cedro, cerejeira, jacaranda-cavilna, Corymbia citriodora e Eucalyptus
gummifera, a perda de massa causada pelo fungo de podriddo parda, Gloeophyllum
trabeum, foi de 0,33; 0,82; 1,11; 0,58; 1,34; 1,10%, respectivamente. Porém para
essas mesmas madeiras quando totalmente livre de extrativos a perda de massa foi
de 32,50; 4,06; 30,74; 36,68; 38,70; 19,50%, respectivamente, indicando que a
madeira livre dos extrativos perdeu parte de sua resisténcia ao fungo xil6fago

testado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DE FUNGOS XILOFAGOS EM TOCOS DE Eucalyptus spp.

3.1.1 Descricdo da area de coleta dos tocos de Eucalyptus sp. e do material

coletado

As coletas foram realizadas em trés areas de municipios do sul no estado do
Espirito Santo, sendo estes: Jerébnimo Monteiro, Cachoeiro de Itapemirim e S&o
José do Calcado. A selecdo das areas foi realizada em localidades com diferentes
niveis de altitude (baixa, média e alta), com intuito de analisar o efeito do microclima
e da altitude das areas na diversidade e atividade dos fungos coletados.

Pelo método de Koppen, essas regibes sdo caracterizadas pelo tipo
climético Cwa - descrito como: C = mesotérmico, w = chuvas nos verdes e seca no
inverno; e a = temperatura média do més mais quente € superior a 22 °C.

A Fazenda Bananal do Sul, localizada em Pacotuba, distrito de Cachoeiro de
Itapemirim, possui altitudes que variam entre 70 e 130 metros; localiza-se nas
seguintes coordenadas geogréaficas 20°46'19" S e 41°18'07" W; e o solo
predominante, segundo o mapa geral de solos do Espirito Santo, baseado no mapa
exploratério de solos do Projeto RADAMBRASIL (LANI, 2008), é o podzdlico
eutrofico.

O Sitio Cachoeira Bonita, localizado em Alto Calcado, distrito de Sao José
do Calcado, tem altitudes variando entre 530 a 650 metros; localiza-se nas seguintes
coordenadas geograficas 20°55'47.1" S 41°37'46.9" W; e o solo predominante nessa
regiao € o latossolo vermelho-amarelo (LANI, 2008).

O Sitio Providéncia, localizado na Zona Rural no municipio de Jerénimo
Monteiro, possui altitudes que variam entre 700 a 900 metros; localiza-se nas
seguintes coordenadas geograficas 20°51'43" S e 41°27'32" W; e o0 solo

predominante nessa regido € o latossolo vermelho-amarelo (LANI, 2008).
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Nas é&reas citadas, foram selecionadas tocos de eucaliptos em estado de
decomposicdo por fungos. Nestes tocos selecionados foram retirados discos de
madeira com auxilio de motosserra, os quais foram devidamente identificados
(Figura 1).

Figura 1 — Foto ilustrativa da coleta dos tocos de eucalipto deteriorados no campo.

3.1.2 Armazenamento e processamento do material coletado

Os discos coletados foram armazenados em sacos de papel poroso
devidamente identificado e transportados para o Laboratério de Biodeterioracdo da
Madeira (LBDM), localizado no Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira
(DCFM) pertencente ao Centro de Ciéncias Agréarias (CCA) da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES), Jerbnimo Monteiro, estado do Espirito Santo.

O preparo dos corpos de prova foi realizado manualmente com auxilio de um
martelo e uma faca, que consistiu na transformacéo dos discos em corpos de prova
com dimensdes de aproximadamente 1,0 x 1,0 x 3,0 cm (radial x tangencial x
longitudinal). Esses corpos de prova foram retirados na érea de transic¢ao, localizada

entre a por¢cdo sadia e aquela em decomposi¢do, estando nessa regido a presenca
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dos fungos decompositores. Os corpos de prova foram utilizados para a realizacao
do isolamento dos fungos.

3.1.3 Isolamento dos fungos

Seguindo a metodologia de Alfenas (2007), o isolamento indireto dos fungos
foi realizado em camara de fluxo laminar, onde os corpos de prova foram
desinfestados em solucédo de hipoclorito de s6dio doméstico com concentracdo de
2% por 15 segundos, lavados em agua destilada esterilizada, passados rapidamente
pela chama de fogo e transferidos assepticamente para placas de Petri contendo
meio de cultura malte:dgar (20:15 g/L), na quantidade de um corpo de prova por
placa de Petri.

As placas de Petri foram mantidas em sala climatizada, com temperatura de
25 + 2 °C e umidade relativa de 65 + 5%, embaladas em folhas de papel para evitar
0 contato com a luz, até a observagéo de crescimento micelial dos fungos, para em
seguida ser realizado o um novo isolamento para obtencéo das culturas puras.

O isolamento para obtencdo das culturas puras foi realizado, pela
transferéncia, com o auxilio de um estilete, de estruturas do patdégeno (esporos e
hifas) para meio de cultura malte:agar contido em placas de Petri. As placas de Petri
contendo o inéculo dos fungos foram mantidas nas mesmas condi¢des citadas

anteriormente.

3.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE
PRE-SELECAO DOS FUNGOS

As avaliagbes dos fungos com potencial degradador de madeira de

Eucalyptus sp. foram realizas no Laboratorio de Biodeterioragdo da Madeira (LBDM).
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Estes experimentos tiveram como finalidade testar o potencial de deterioracéo de
cada fungo e ao final selecionar os fungos com maior potencial de deterioracao da

madeira.

3.2.1 Espécie de madeira e preparacéo dos corpos de prova

Na conducgéo do experimento foi utilizada a madeira de arvores sadias do
clone de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, adquiridas no comércio local.
Foram obtidos a partir desta madeira corpos de prova do alburno da madeira,

confeccionados nas dimensdes de 1 x 1 x 1 cm (radial x tangencial x longitudinal).

3.2.2 Fungos selecionados

Foram utilizados os isolados provenientes do isolamento indireto dos fungos
e trés fungos disponiveis no LBDM, com reconhecida capacidade de deterioracao,
sendo estes o Postia placenta (Fr.) Cook (podriddo parda), Trametes versicolor (L.:
Fries) Pilat (podriddo branca) e Gloeophyllum trabeum (Pers.:Fr.) Murrill (podridao
parda).

Estes fungos foram empregados como padrdo de comparacdo aos fungos
que foram selecionados e isolados dos tocos de eucalipto provenientes das trés
regides citadas anteriormente. Adicionalmente foram utilizados os dois fungos

isolados por Silva et al. (2014) com boa capacidade de deterioracéo.
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3.2.3 Montagem do experimento

Para a montagem do experimento foram utilizadas placas de Petri contendo
0 meio de cultura malte-4gar, e em camara de fluxo laminar foram inoculados os
fungos obtidos do isolamento indireto dos tocos deterioradas de eucaliptos.

Os corpos de prova foram secos em estufa a 103 £ 2 °C por 48 horas e
pesados, para obter a massa seca antes do periodo de exposicdo ao ataque dos
fungos.

Apés 15 dias, tempo necessario para o crescimento micelial do fungo em
toda a placa de Petri, os corpos de prova foram adicionados. Antes dos corpos de
prova serem adicionados na placa de Petri, estes foram rapidamente umedecidos
em agua destilada esterilizada para criar condicbes adequadas de desenvolvimento
dos fungos nos mesmos. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo
laminar (Figura 2). Foram utilizados 10 corpos de prova em cada placa de Petri e

para cada isolado foram utilizadas cinco placas de Petri.

Figura 2 — Corpos de prova de madeira umedecidos sendo adicionados na placa de Petri.

Apds a montagem do experimento as placas de Petri foram embaladas em
folhas de papel para evitar o contato com a luz e mantidas em sala climatizada (25 £

2 °C e 65 + 5 % de umidade relativa). O experimento teve duracédo de 20 semanas
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sendo avaliado a cada, quatro, oito, 12, 16 e 20 semanas ap6s a montagem do

experimento.

3.2.4 Avaliacéo e andlise dos resultados

Decorrido o periodo de ensaio, os corpos de prova foram retirados das
placas de Petri, higienizados, secos em estufa a 103 £ 2 °C por 48 horas, e pesados,
para obter suas massas apds o periodo de exposicdo ao ataque dos fungos (Figura
3A-B).

Figura 3 — Corpos de prova submetidos a degradacéo pelo isolado 3 (A) e 2 (B).

O potencial de degradacdo dos fungos isolados foi avaliado em funcdo da
perda de massa dos corpos de prova. Para tanto, foi empregado delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial em que foram analisados o efeito do
potencial de degradacéo dos isolados e do tempo de exposi¢do na perda de massa.
Foi empregado o teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de significAncia para os
fatores e interacdo detectados como significativos pelo teste de F.



29

3.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS COM POTENCIAL DE
DEGRADACAO

Os fungos que apresentaram potencial de degradagéo no experimento de pré-
selecdo foram enviados para o Laboratério de Patologia de Sementes e de POs-
Colheita, no Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Vigosa,
para identificacdo molecular.

Os isolados foram cultivados em batata dextrose agar (BDA), e mantidos em
sala climatizada a 25 °C £ 2 °C e umidade relativa de 65 + 5% por até quatro
semanas, dependendo da taxa de crescimento do isolado e dessa forma foram
enviados para Laboratério de Patologia de Sementes e de Pds- Colheita.

O micélio do isolado foi removido com auxilio de um escalpelo e colocado em
microtubos de 1,5 mL. A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o Kit de
purificacdo de DNA genémico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit)
conforme Pinho et al. (2012).

Os primers ITS1 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS4 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') foram utilizados para amplificar a regiao
espagadora interna transcrita (Internal Transcribed Spacer-ITS) do rDNA (WHITE et
al., 1990). As reacbes de PCR foram preparadas utilizando os seguintes reagentes
para cada reacdo de 25 pL: 12,5 pL de Dream Tag TM PCR Master Mix 2X (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1 pL de cada primer (10 pM) sintetizado por
Invitrogen (Carlsbad, EUA), 2 uL de DNA genémico (25 ng/uL) e 2,5 pL de agua livre
de nuclease para completar o volume total.

A amplificacdo foi realizada com uma desnaturacéo inicial de 94 °C por 5 min,
seguida por 35 ciclos de desnaturagédo a 94 °C por 30 s, anelamento a 52 °C por 30
s, extensao inicial a 72 °C por 30 s e uma extenséo final de 5 min a 72 °C. O produto
de PCR (amplicon) foi visualizado em gel de agarose a 1 % para verificar a pureza e
o tamanho do fragmento. Os amplicons foram purificados e sequenciados por
Macrogen, Coreia do Sul.

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software CodonCode
Aligner. Todas sequéncias foram analisadas e o arranjo dos nucleotideos em

posi¢cdes ambiguas foram corrigidos por comparacao das sequéncias senso e anti-
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senso. Os isolados foram previamente identificados pela analise das sequéncias ITS
no banco de dados UNITE (NILSSON et al. 2014).

3.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE
APODRECIMENTO ACELERADO EM LABORATORIO

3.4.1 Espécie de madeira e preparo dos corpos de prova

Na conducdo do experimento foi utilizada a madeira de arvores sadias do
clone de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, obtidas no povoamento onde foi
realizado o experimento de avaliacdo da capacidade de deterioracdo em campo.

Para o ensaio, foram confeccionados corpos de prova de madeira com
dimensdes de 2,5 x 2,5 x 0,9 cm (radial x tangencial x longitudinal). Os corpos de
prova foram confeccionados em trés posi¢cOes diferentes, sendo estas: regido de

transicéo entre alburno e cerne, cerne intermediério e cerne interno (Figura 4A-B).

Figura 4 — Posi¢cdes da madeira em que foram obtidos os corpos de prova (A) e o corpo de

prova com suas respectivas dimensdes (B).
,-f:::‘—::“/" 2,5cm
- -_—

2,5cm

B

A

Legenda: 1- corpo de prova na regido de transicdo entre alburno e cerne, 2- corpo de prova
na regiao do cerne intermediario e 3- corpo de prova na regiao do cerne interno.
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3.4.2 Fungos selecionados

Para realizacdo deste experimento foram selecionados os fungos que
apresentaram melhores porcentuais de degradacao no experimento da pré-selecéo
de fungos com capacidade de deterioracdo. Para tanto, os fungos selecionados
foram testados nas trés posi¢cOes da madeira dos corpos de prova (transicao entre
alburno e cerne, cerne intermediario e cerne interno), a fim de comprovar o potencial
degradador destes conforme metodologia descrita pela ASTM D - 2017 (2005).

Os corpos de prova foram também submetidos a acdo dos fungos
Gloeophyllum trabeum (podriddo parda), Polyporus fumosus (podridao-branca) e
Postia placenta (podriddo parda), os quais foram utilizados como controle em fungéao

da reconhecida capacidade de deterioracdo dos mesmos.

3.4.3 Montagem do experimento

O ensaio foi montado em frascos de 600 mL, preenchidos com 300 g de solo
com pH 7,2 e capacidade de retencédo de agua de 25,71%, conforme recomendado
pela ASTM D - 2017 (2005). O solo de cada frasco foi umedecido com 74 mL de
agua destilada, conforme capacidade de retencao de agua, e foram adicionados dois
alimentadores de madeira de Pinus sp. Os frascos foram levemente tampados e
esterilizados em autoclave a 121 + 2 °C, por 30 minutos.

Posteriormente ao resfriamento dos frascos, na camara de fluxo laminar, os
fragmentos obtidos de culturas puras dos isolados dos fungos selecionados foram
inoculados nos alimentadores.

Os corpos de prova foram secos em estufa a 103 £ 2 °C por 48 horas e
pesados, para obter as massas antes do periodo de exposicdo ao ataque dos
fungos.

Apbs o desenvolvimento do fungo nos alimentadores e a colonizagéo no solo,

gue levou em média 15 dias, foram adicionados os corpos de prova, a razao de duas
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amostras por frasco e 10 repeticdes para cada tratamento. O ensaio foi mantido em
sala climatizada (25 £ 2 °C e 65 £ 5 % de umidade relativa) por 12 semanas
(Figura 5).

Figura 5 — Frascos com corpos de prova (A) e corpos de prova com a presenca de hifas (B).

3.4.4 Avaliacao e analise dos resultados

Decorrido o periodo de 12 semanas o0s corpos de prova foram limpos, a fim
de se retirar as hifas que colonizaram os mesmos, e estes foram secos em estufa a
103 £ 2 °C por 48 horas e pesados. O potencial de degradacdo dos fungos
selecionados foi avaliado em fung&o da perda de massa dos corpos de prova, com
base na massa seca dos mesmos, tomada antes e apds o ensaio. A perda de massa
foi avaliada ao comparar os valores obtidos com os apresentados pela ASTM D -
2017 (2005), Tabela 1.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial em
que foram avaliados os fungos selecionados (10 niveis) e as posi¢c6es da madeira
testadas (trés niveis). Foi empregado o teste de Scott-Knott a nivel de 5% de
significancia para os fatores em interagdo detectados como significativos pelo teste
F.
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Tabela 1 — Classes de degradac¢éo de fungos xiléfagos

Perda de Massa (%) Massa Residual (%) Classe de Degradacao
0-10 90 - 100 Pouco degradante
11-24 76 - 89 Moderadamente degradante
25-44 56 - 75 Degradante

=45 <55 Altamente degradante

Fonte: Adaptada da ASTM D - 2017 (2005).

3.5 ANALISE QUIMICA DA MADEIRA

Foram utilizados os corpos de prova que nao foram submetidos ao ataque
dos fungos, como padrdao de comparacao, e 0s corpos de prova em que os fungos
isolados do campo causaram a maior perda de massa. Estes foram transformadas
em serragem em moinho tipo Willey, sendo selecionada para o estudo a serragem
gue passou pela peneira de 40 e ficou retida na de 60 mesh, conforme a norma
Technical Association of Pulp and Paper Industry — TAPPI 257 om-92 (1992).

A determinacdo dos extrativos foi realizada segundo a norma TAPPI 264
om-88 (1992), sendo selecionada uma amostra de 2,0 gramas de serragem seca
que foi submetida a trés extragdes em diferentes solventes. A primeira extragéo foi
realizada com a mistura de etanolitolueno na propor¢cdo 2:1 por 5 horas,
posteriormente o material foi submetido a extracdo em etanol por 4 horas, e por
altimo realizada a extracdo em agua quente por uma hora. Finalizadas as extracoes,
o material foi levado a estufa e depois de seco, a massa foi determinada, sendo
obtido o teor de extrativos por diferenga de massa.

O procedimento descrito por Gomide e Demuner (1986) foi utilizado para a
determinacdo da lignina insoltvel, sendo empregados 0,3 g do material do qual foi
realizada a remocdo dos extrativos. O material foi transferido para um tubo de
ensaio e foram adicionados 3 mL de acido sulfarico (72%), e o conjunto foi posto em
banho maria na temperatura de 30 = 0,2 °C, durante uma hora, sendo agitados com

frequéncia. Cada amostra foi diluida em 84 mL de 4gua destilada e transferida para
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um frasco hermeticamente fechado, que foi transferido para autoclave a 118 °C no
periodo de uma hora.

As amostras foram filtradas em filtros de vidro, nos quais foi disposta uma
camada de Oxido de aluminio em fibras para aumentar a qualidade da filtragem,
lavadas com agua destilada e postas em estufa para a secagem. A diferenca entre a
massa apos disposicdo em estufa do filtro com o 6xido de aluminio antes e depois
de filtrada a amostra foi utilizada para a determinacédo do teor de lignina insoltvel em
acido a 72%.

Para determinacao da fracé@o soltvel de lignina o filtrado obtido foi diluido em
um litro de 4gua destilada e esta solucdo foi analisada em espectrofotbmetro,
conforme metodologia descrita por Goldshimid (1971). A fracdo total de lignina
constitui a soma dos teores sollvel e insoluvel desta, e a porcentagem de
holocelulose (celulose e hemicelulose) foi obtida por diferenca em funcdo dos

valores de extrativos e lignina total.

3.6 AVALIACAO DA DEGRADACAO POR FUNGOS EM TOCOS NO CAMPO

3.6.1 Localizacdo e montagem do experimento

O experimento foi realizado no campo, em um povoamento de clone de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla localizado no Sitio Providéncia, zona rural
do municipio de Jerdnimo Monteiro — ES, e as descri¢bes deste local estdo contidas
no item 3.1.1.

Para verificar o potencial degradador dos fungos selecionados foram
utilizados os tocos remanescentes da primeira colheita do eucalipto sem sinais
visuais de colonizagdo fungica. As arvores dos tocos remanescentes utilizadas
haviam sido cortadas ha 10 dias e os tocos tinham 7 anos de idade. No local de
montagem do experimento havia sombreamento ocasionado pelas arvores do

povoamento de eucalipto ao redor.
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Os fungos utilizados neste experimento foram aqueles que apresentaram o
melhor potencial degradador na avaliagdo da perda de massa no experimento da
pré-selecao de fungos em laboratorio.

As solucdes dos fungos selecionados para o ensaio de campo foi preparada
em camara de fluxo laminar ao utilizar meio de cultura liquido de malte (20 g de
malte em 1 litro de agua destilada e esterilizada). Para cada solugdo foram
adicionados 50 mL de cada fungo desenvolvido no meio de cultura sélido de malte-
agar. As solucdes contendo os fungos ficaram armazenadas em sala climatizada
(25 + 2 °C e 65 £ 5 % de umidade relativa) por um periodo de 15 dias para haver o
crescimento micelial do fungo na solugcdo. Apos o crescimento dos fungos nas
solucbes, as mesmas foram homogeneizadas em um agitador magnético e levadas
ao campo. Foram utilizados 25 mL de solucdo em cada toco.

Foram testadas duas metodologias de inoculagédo do fungo, sendo estas
realizadas por meio da pulverizacdo dos fungos e a inoculagdo dos fungos em
perfuracdes nos tocos. Além destas duas situacdes testadas, foram utilizados tocos
cobertas e ndo cobertas com sacolas plasticas escuras, a fim de verificar o efeito da
cobertura na perda de umidade e nas interferéncias externas do meio ambiente com
o desenvolvimento do fungo (Figura 6D).

Para a inoculagdo dos fungos nos tocos, por meio da pulverizagdo dos
fungos, foi utilizado um borrifador e a solu¢do dos fungos, em que foi pulverizada 25
mL desta solucdo em cada toco (Figura 6A).

Para a inoculacdo dos fungos, por meio das perfuragbes nos tocos, foi
utiizado um perfurador de madeira (Figura 6B). A inoculacdo do fungo em
perfuracdes nos tocos foi realizada ao perfurar cinco vezes o toco, sendo quatro
orificios distribuidos perpendicularmente no limiar entre o cerne e o alburno e um na
porcdo central (Figura 6C). Em cada perfuracéo foi introduzida, com auxilio de uma
seringa, 5 mL de solu¢cdo com o fungo, totalizando 25 mL por toco.

Sendo assim, para cada fungo foram inoculadas 16 tocos, sendo oito tocos
em cada metodologia de inoculagdo, as quais, quatro foram cobertas com sacola
plastica e as outras quatro ndo foram cobertas. Na amostra controle foram utilizados
oito tocos, sendo quatro nao perfurados e quatro perfurados. E, desses quatro, dois

tocos foram cobertos em cada situagao citada.
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Figura 6 — Etapas da montagem do experimento em campo, pulverizacdo da solucdo fungica
nos tocos (A), perfuracdo do toco com auxilio do perfurador de madeira (B), toco perfurado
(C) e tocos cobertos com sacola plastica (D).

3.6.2 Avaliacéo e analise dos resultados

Apbs quatro meses da inoculagéo, a degradacao dos tocos foi avaliada com
o auxilio de um penetrébmetro de impacto (ANDRADE et al., 2012). Foi utilizado como
parametro de degradacdo a resisténcia da madeira a penetracdo. Para tanto, foi
medida a profundidade (cm) que a haste do penetrdmetro perfurou no toco em
funcdo de um impacto realizado. Esta avaliagdo foi realizada em quatro pontos na
superficie do toco, sendo trés pontos distribuidos na regido do limiar entre o cerne e

alburno e um na porcéo central (Figura 7).
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Figura 7 — Avaliacdo da profundidade de penetracdo utilizando o equipamento penetrémetro
de impacto

ApoOs quatro meses da inoculacdo, a deterioracdo dos tocos também foi
avaliada por meio da velocidade de propagacdo das ondas de tensdo, com um
equipamento denominado Stress Wave Timer, que ird fornecer o tempo necessario
para uma onda de tensao percorrer o toco.

Para a avaliacao dos tocos foi utilizado o método de impacto com o martelo
e o transdutor de chegada para aplicacdo das ondas de tensédo. Efetuou-se a
medicao do tempo de propagacdo das ondas de tensdo em diagonal (Figura 8).

Foram efetuadas seis medidas por arvore, sendo trés em cada posi¢cao do
martelo e do transdutor, para posterior calculo da média. Ressalta-se que a casca
foi retirada destes pontos para evitar interferéncia da mesma sobre a capitacédo das
ondas de tensédo. A velocidade de propagacdo das ondas de tenséo foi determinada

por meio da Equacéo 1.

(1)

em que:

V: velocidade de propagacéo da onda de tensao (m/s);
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d: distancia entre o ponto de partida e o de chegada da onda de tenséo (distancia
entre os transdutores) (m); e

t: tempo de propagacéo da onda de tensao (s).

Figura 8 — Avaliacdo da deterioracdo dos tocos utilizando o equipamento Stress wave timer.

Para avaliar a capacidade de deterioracdo dos fungos em campo por meio
das metodologias testadas (pulverizacéo, perfuragdo, tocos cobertas com sacolas
plasticas e ndo cobertas) foi empregado delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial, em que foram avaliados os fungos testados (8 niveis) e as duas
metodologias de inoculacéo e as duas condi¢des de cobertura dos tocos testadas (4
niveis). Foi empregado o teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de significancia para
os fatores detectados como significativos pelo teste F.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FUNGOS ISOLADOS A PARTIR DOS TOCOS COLETADAS NO CAMPO

Os tocos deterioradas de eucalipto que foram coletadas no campo
resultaram no isolamento de 66 culturas puras, sendo 26 originarios da Fazenda
Bananal do Sul, 25 do Sitio Cachoeira Bonita e 15 do Sitio Providéncia. Estes
isolados foram avaliados quanto ao seu potencial degradador por meio do

experimento de pré-selecdo de fungos em laboratdrio.

4.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE
PRE-SELECAO DE FUNGOS

Das 66 culturas puras isoladas a partir dos tocos deterioradas de eucalipto
28 foram utilizadas para analise dos dados, por terem apresentado capacidade de
deterioracdo, que foi avaliada em funcdo da perda de massa dos corpos de prova.
Dos 28 isolados, sete foram selecionados por serem 0s que causaram maior perda
de massa, e dessa forma foram considerados potencialmente degradantes.

Os sete isolados selecionados foram provenientes das seguintes regides:
isolados 1 e 2 do Sitio Cachoeira Bonita; isolado 3 foi o obtido por Silva et al. (2014)
na Fazenda Sao Sebastido, Cérrego do Patrimébnio distrito de Guacui, e foi citado
pelos referidos autores como Basidiomiceto 1; isolado 4 do Sitio Providéncia; e
isolados 5, 6 e 7 da Fazenda Bananal do Sul.

Com base nos resultados obtidos verifica-se que houve diferenca
significativa entre fungo, tempo e a interagcdo fungo x tempo (Apéndice A,
Tabela 1A).

Na Figura 9 observa-se o comportamento geral da perda de massa em cada

més de exposicdo ao ataque dos fungos. Pode-se observar, de forma geral, que
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houve um aumento da perda de massa até o terceiro més, e a partir deste, ndo
houve diferenca significativa em relacdo ao quarto e quinto més. O decréscimo da
perda de massa quinto més se comparado com o quarto més € explicado pelo fato
das amostras que deram origem as médias de perda de massa de cada més serem
amostras montadas em diferentes placas de Petri, sendo assim esta reducéo pode
ter sido influenciada pela variacdo do ataque de cada fungo em cada amostra.

Figura 9 — Perda de massa (%) em funcdo dos meses de exposi¢ao ao ataque dos fungos.
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A interacdo entre fungo e tempo foi desdobrada e a comparacéo entre as
meédias de perda de massa (%) realizada. A perda de massa observada no primeiro
més foi estatisticamente igual para todos os fungos, exceto para o fungo P. placenta
e o fungo 7, em que foram obtidas as menores médias (Tabela 2).

Para o segundo més o G. trabeum foi o fungo que obteve a melhor média,
diferindo estatisticamente dos demais. Ainda em relacdo ao segundo més, dentre 0s
isolados obtidos no campo, os isolados 4 e 1 foram os que atingiram o segundo
melhor desempenho, ndo diferindo estatisticamente do fungo T. versicolor, que

obteve uma perda de massa 50% menor em relagéo ao G. trabeum (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comparacdo entre as médias da perda de massa dos corpos de prova em
funcao do tempo e do fungo testado.

Perda de massa (%)

Fungo Tempo (meses)
1 2 3 4 5
T. versicolor 1,72 aD 4,90 bC 15,45 aA 12,13 aB 10,11 bB
G. trabeum 0,66 aD 9,87 aB 12,62 aA 14,59 aA 6,57 cC
P. placenta 0,01 bD 2,73 cC 4,68 cC 11,79 aB 17,23 aA
1 1,22 aB 6,37 bA 6,31 bA 7,62 bA 9,06 bA
2 1,41 aC 3,29 cB 6,12 bA 3,70 cB 6,25 cA
3 0,50 aC 2,84 cB 5,60 bA 5,72 bA 5,48 cA
4 0,80 aB 7,07 bA 0,85 eB 5,98 bA 5,02 cA
5 0,93 aC 4,01 cB 6,35 bA 2,80 cB 3,11dB
6 1,13 aD 2,58 cC 3,70 cB 8,14 bA 0,94 eD

7 0.39 bC 1.33dC 2.49 dB 1.62 dB 6.88 cA

As médias seguidas de mesma letra minlscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05)

Nos terceiro e quarto meses os fungos G. trabeum e T. versicolor causaram
maior perda de massa, diferindo estatisticamente dos demais. Ainda no quarto més,
o fungo P. placenta néo diferiu dos fungos citados anteriormente. Neste més, dentre
os fungos que apresentaram estatisticamente o segundo melhor desempenho, o
isolado 6 obteve a melhor média de perda de massa, que foi 44% menor em relagcéo
ao G. trabeum (Tabela 2).

No quinto més foi possivel constatar que o fungo P. placenta obteve a maior
média de perda de massa, diferindo estatisticamente dos demais. Em relacdo aos
isolados provenientes do campo, o fungo 1 se destacou em relacdo aos demais no
quinto més, nao diferindo estatisticamente do fungo T. versicolor (Tabela 2).

Ao se analisar a perda de massa para cada fungo em funcdo dos meses, foi
possivel notar que para o fungo T. versicolor a maior perda de massa alcancada foi
no terceiro més, diferindo estatisticamente dos demais meses subsequentes, em
gue foram obtidas as segundas maiores perda de massa, as quais resultaram numa
reducdo da perda de massa, em relacdo ao terceiro més, de 21,48 e 34,56%

respectivamente. Este fato pode ser explicado em funcdo do ensaio ter sido
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desmontado em etapas, ao longo de cada més, ou seja, as amostras que deram
origem as meédias de perda de massa de cada més foram amostras montadas em
diferentes placas de Petri, sendo assim esta reducao pode ter sido influenciada pela
variacdo do ataque de cada fungo nas repeticdes utilizadas (Tabela 2).

O fungo G. trabeum causou maior perda de massa no quarto més, a qual foi
estatisticamente igual ao observado no terceiro més, sendo a perda de massa neste
més 13,5% menor em relacdo ao quarto més. Em relagdo ao fungo P. placenta é
possivel observar o aumento da perda de massa em cada més, atingindo um
aumento 84,15% se comparado o segundo més com o quinto més. Contudo, no
segundo e no terceiro més as meédias da perda de massa ndo diferiram
estatisticamente entre si. Ainda em relacdo ao fungo P. placenta, a média alcancada
no quinto més foi a maior, em relacdo a todos os fungos e a todos os meses de
exposicao aos fungos (Tabela 2).

Ao analisar a perda de massa dos fungos isolados em funcdo dos meses,
observa-se que para o isolado 1 a maior média foi atingida no quinto més, o qual
nao diferiu estatisticamente das médias do segundo, terceiro e quarto meses, e
estas foram 29,69%; 30,35%; 18,89%, respectivamente, menores em relacdo ao
quinto més. O isolado 2 causou maior média de perda de massa no quinto més, e
nao diferiu estatisticamente da perda de massa no terceiro més, sendo esta 2,08%
menor em relacdo ao quinto més. O comportamento do isolado 3 em funcédo da
perda de massa foi homogéneo durante os trés ultimos meses, ndo diferindo
estatisticamente entre si (Tabela 2).

Monteiro e Freitas (1997) e Andrade et al. (2012) testaram de forma similar,
em placa de Petri e meio de cultura. No estudo de Andrade et al. (2012), foi
avaliada a capacidade de deterioracdo de fungos isolados a partir de tocos de
eucaliptos no campo. Os corpos de prova apresentavam dimensdes de 8 x 8 x 2 mm
e foram retirados da linha de interseccao alburno / cerne. Os fungos isolados do
campo, Polyporus guianensis, Pycnoporus sanguineus e Ganoderma applanatum,
causaram degradacao de 0,03; 29 e 34%, respectivamente, apds oito semanas de
exposicao.

No trabalho de Monteiro e Freitas (1997), foi testada a resisténcia da
madeira de aroeira, angico-preto, jatoba, peréba-rosa e pinho-do-parana ao fungo

Gloeophyllum trabeum. Apés oito semanas de exposi¢cdo dos corpos de prova ao
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fungo, estes tiveram uma perda de massa de 3,94; 4,24, 3,40; 3,82; 24,91% para as
madeiras de aroeira, angico-preto, jatoba, peroba-rosa e pinho-do-parana,
respectivamente.

E possivel afirmar, com base no trabalho desenvolvido e nos trabalhos
citados anteriormente, que este método alternativo de apodrecimento acelerado
proporcionou resultados confiaveis para a pré-selecdo dos isolados testados, além
de ser uma metodologia mais rapida se comparada com o0s outros métodos,
permitindo assim que os fungos selecionados sejam testados em metodologias de
efichcia comprovada como a da ASTM D-2017 (2005).

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS COM POTENCIAL DE
DEGRADACAO

Os isolados 2, 4 e 7 foram identificados como Resinicium confertum,
Phanerochaete chrysosporium e Trichoderma citrinoviride, respectivamente, e 0s
demais isolados estdo em processo de identificagéo.

O fungo Resinicium confertum, pertencente ao filo Basidiomycota, possui
poucos registros na literatura quanto ao potencial de degradacdo de madeira. O
fungo Renicium bicolor, pertencente ao mesmo género do fungo identificado, é
citado por causar podriddao branca na madeira (NAKASONE, 2007; TOLJANDER,;
HOLMER; HOGBERG, 2006).

O fungo Phanerochaete chrysosporium, pertencente ao filo Basidiomycota, é
classificado como fungo de podriddo branca, sendo caracterizado pela seletividade a
lignina na madeira, promovendo sua despolimerizagdo (DUTTON et al. ,1993;
PANDEY; PITMAN, 2003; SINGH; CHEN, 2008).

O fungo Trichoderma citrinoviride pertence ao filo Ascomycota e o género
Trichoderma € classificado como causador de podriddo (KOYANI; SANGHVI;
RAJPUT, 2011). Este género € comumente encontrado no solo e em madeira em
decomposicdo (JELEN et al., 2013). De acordo com Shrestha et al. (2009), os

fungos deste género sdo referenciados por causar podriddo mole na madeira, e
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possuem limitado potencial de degradacdo na madeira quando n&o utilizados em
situacOes de elevada umidade. Segundo Koyani, Sanghvi e Rajput (2011) a madeira
de Azadirachta indica teve 43% de perda de massa apos 120 dias de exposi¢do ao

fungo Trichoderma harzianum.

4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DETERIORACAO EM EXPERIMENTO DE
APODRECIMENTO ACELERADO EM LABORATORIO

No experimento de pré-selecdo sete isolados apresentaram potencial de
degradacgédo e estes isolados foram utilizados no experimento de apodrecimento
acelerado em laboratério a fim de comprovar a degradacdo por meio de um
experimento com comprovada eficiéncia e norma reconhecida.

Com base nos resultados obtidos na andlise de variancia dos fatores,
observa-se que houve diferenca significativa entre fungo, posicdo da madeira e a
interacdo fungo x posigcdo da madeira (Apéndice B, Tabela 2B). Posteriormente, a
interacdo foi desdobrada e realizada a comparacdo entre as médias de perda de
massa (%) (Tabela 3).

Quando se compara a perda de massa de cada fungo entre as posicdes
testadas, os fungos Gloeophyllum trabeum, Postia placenta, Polyporus fumosus e
Phanerochaete chrysosporium néo diferiram estatisticamente entre as posicées da
madeira, indicando que as diferentes posi¢cdes ndo influenciaram a degradacdo por
estes fungos (Tabela 3). No entanto, para o isolado 3 todas as posi¢coes da madeira
influenciaram na degradacao pelo fungo, sendo a posi¢cao de transi¢cao entre cerne e
alburno a que obteve maior perda de massa, seguida das demais posicoes, cerne
intermediario e interno, tendo estas uma reducdo da degradacdo de 44,31% e

57,88% em relacao a posi¢ao de transicao entre cerne e alburno (Figura 10).
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Tabela 3 — Comparacao entre as médias da perda de massa em fungdo da posicao na
madeira e do fungo testado e as suas respectivas classes de degradacao.

Perda de massa (%)

Posi¢do na madeira

Fungo
Transicéo Classe Cerne Classe Cerne Classe
Cerne/alburno  degrad. Intermediario  degrad. interno degrad.
G. trabeum 32,62 aA D 31,84 aA D 37,02 aA D
P. placenta 32,77 aA D 33,46 aA D 34,63 aA D
P. fumosus 20,25 bA MD 17,31 bA MD 19,76 bA MD
3 28,52 aA D 15,88 bB MD 12,01 cC MD
P. chrysosporium 11,30 cA MD 10,31 cA PD 11,14 cA MD
5 10,20 cA PD 2,57 dB PD 3,06 dB PD
T. citrinoviride 7,41 dA PD 2,67 dB PD 2,10dB PD
R. confertum 5,73 dA PD 2,48 dB PD 2,62 dB PD
6 0,69 eA PD 0,97 eA PD 0,41 eA PD
1 0,55 eA PD 0,27 eA PD 0,79 eA PD

As médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05). Em que: PD - Pouco Degradante; MD -
Moderadamente Degradante; D — Degradante, de acordo com a Tabela 1.

Os fungos 5, Trichoderma citrinoviride, Resinicium confertum apresentaram
diferenca estatistica entre a posicéo de transicdo entre cerne e alburno e as demais
posi¢des (Figura 10). Porém, as posicdes cerne intermediario e interno ndo diferiram
para estes fungos (Tabela 3).

Nos trabalhos realizados por Paes (2002) e Paes, Melo e Lima (2007),
notou-se a influéncia da posicdo da madeira na degradacéo pelo fungo. De acordo
com estes autores é possivel afirmar, de forma geral, que a degradacao por fungos
xil6fagos é maior nas partes mais externas da madeira, que contem alburno.

Ao analisar a perda de massa na posicao de transi¢cao entre cerne e alburno,
€ possivel observar que esta foi estatisticamente igual para os fungos Gloeophyllum
trabeum, Postia placenta e o fungo 3 isolado no campo por Silva et al. (2014)
(Tabela 3). A perda de massa causada pelo fungo 3 torna-o um fungo promissor na
degradacdo de tocos no campo, pelo fato deste ter causado perda de massa
semelhante aos fungos que tem seu potencial degradante reconhecidos, como G.
trabeum, P. placenta. No trabalho de Silva et al. (2014) a perda de massa meédia
alcancada pelo fungo 3 para as madeiras de alburno testadas foi de 28,43%, sendo
este valor semelhante ao encontrado neste trabalho.
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Ainda nesta posicdo o fungo Polyporus fumosus (20,25%) obteve o segundo
melhor desempenho com a quarta maior perda de massa, diferindo estatisticamente
dos fungos citados anteriormente e dos demais. Entre os isolados neste estudo, 0s
fungos Phanerochaete chrysosporium e 5 foram o0s que obtiveram o melhor
desempenho e ndo diferiram estatisticamente entre si, tendo a perda de massa
destes sido 65,51% e 68,87% menor quando comparada com a perda de massa
provocada pelo P. placenta (Tabela 3).

Figura 10 — Variagdo das médias da perda de massa em funcéo da posi¢cdo na madeira e do
fungo testado
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Ao analisar a perda de massa na posi¢do cerne intermediario, € possivel
observar que os fungos G. trabeum e P. placenta mais uma vez causaram a maior
perda de massa, diferindo dos demais. O fungo P. fumosus e o isolado 3 nao
diferiram entre si, porém diferiram da perda de massa provocada pelo isolado P.
chrysosporium. Comparando-se a perda de massa do isolado 3 com o fungo P.
chrysosporium, tem-se uma reducao 35,07% no potencial de degradacdo. A perda
de massa provocada pelo P. fumosus e o isolado 3 foi em média 50% menor se

comparada com o fungo P. placenta (Tabela 3).
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Na posicao cerne interno da madeira, os fungos G. trabeum e P. placenta
causaram as melhores médias, seguido pelo fungo P. fumosus, e este diferiu
estatisticamente dos que foram citados anteriormente. A perda de massa dos fungos
3 e P. chrysosporium isolados a partir de tocos do campo, nao diferiram entre si,
sendo a média do isolado P. chrysosporium apenas 7,24% menor se confrontada
com o isolado 3 (Tabela 3). A perda de massa média alcangada pelo fungo 3 por
Silva et al. (2014), para as madeiras de cerne testadas, foi de 5,48%, sendo este um
valor abaixo do encontrado neste trabalho.

Assim como o isolado 3, o fungo P. chrysosporium também possui potencial
de degradacdo, pelo fato das médias da perda de massa nao terem grandes
variacfes entre as diferentes posicées das madeiras. Como citado anteriormente, a
perda de massa na posicdo cerne interno foi estatisticamente igual ao fungo 3
(Tabela 3).

Verificou-se ainda que os fungos P. placenta e G. trabeum foram
classificados como degradante em todas as posi¢coes da madeira. O isolado 3, s6 foi
considerado degradante na posi¢cdo de transicdo entre cerne e alburno, sendo nas
outras posicdes classificado como moderadamente degradante. O fungo P. fumosus
foi classificado em todas as posicées como moderadamente degradante, e o fungo
P. chrysosporium também obteve tal classificacdo para a posicdo de transicdo entre
cerne e alburno e no cerne interno, tendo recebido a classificacdo de pouco
degradante na posi¢do no cerne intermediario. O fungo Trichoderma citrinoviride e
os demais isolados foram classificados como pouco degradante (Tabela 3). A pouca
degradacdo causada pelo fungo T. citrinoviride pode ser explicada pelo fato do
ensaio que foi realizado ser especifico para fungos de podriddo parda e branca,
porém os fungos deste género sdo relatados na literatura como fungo de podridéao
mole (SHRESTHA et al.,, 2009). Assim, seria necessario realizar um ensaio
especifico para fungos de podriddo mole a fim de obter a real capacidade de

degradacéao deste fungo.
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4.5 ANALISE QUIMICA DA MADEIRA

Os resultados da analise quimica realizada com os corpos de prova
deteriorados e que causaram a maior perda de massa pelos fungos, no experimento
de apodrecimento acelerado em laboratorio, indicaram que houve alteracdo da
composicdo quimica em funcdo dos fungos e das posi¢cdes da madeira testadas
(Tabela 4).

Nas amostras controle, a maior proporcéo de extrativos foi obtido na posicéo
da madeira de transi¢do entre cerne e alburno, isto est4 de acordo com Hillis (1971),
gue afirma que a maior quantidade de extrativos é encontrada na zona de transicao
entre cerne e alburno em razéo da recente alteracdo bioquimica das substancias de
reserva nesta zona (Tabela 4).

E possivel observar um aumento dos extrativos totais nas amostras
atacadas pelos fungos 3, P. chrysosporium e 5, na posi¢cdo da madeira de transi¢céo
entre cerne e alburno, quando comparado a amostra controle (Figura 11). O
aumento da propor¢do de extrativos totais de, em média 24,3%, pode ser justificado
em funcdo dos fungos terem sido os que causaram a maior perda de massa nos
corpos de prova, ocasionando maior quebra nos constituintes da madeira, elevando
assim a solubilidade dos componentes principais da madeira.

De acordo com Guilmo, Auer e Barrichelo (1993; 1998), a degradacéao
biolégica da madeira, além de produzir alteragcBes na constituicdo primaria da
madeira, pode ter como consequéncia a elevacao do teor de extrativos sollveis em
funcdo do aumento de acUcares livres, ocasionado pela acdo enzimatica na
hemicelulose pelos fungos. De acordo com os autores, este aumento pode variar
com o nivel de deterioracdo alcancada e os tipos de fungos testados. Silva et al.
(2014) também encontraram aumento dos extrativos da madeira em funcdo do
ataque fangico e atribuiu este fato a quebra nos constituintes da parede celular

tornando maior a solubilidade dos extrativos nos reagentes empregados.
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Tabela 4 — Composic¢ao quimica dos corpos de prova apos ataque dos fungos em ensaio de
apodrecimento acelerado em laboratorio.

Fungo Posicdo na madeira Perda de Extrétivos Lignina Holocelulose
Massa (%)  Totais (%) Total (%) (%)
Transigao Cerne/alburno 5,73 (5,15)27)* %(f)gsg Zlog;r
zsz;:;tj: Cere intermedirio 2,48 (%'Z)g) ?22015 ((325,'1%?
Cerne interno 2,62 (:3"32) ?02248; ?(;1;'1:;’
Transic&o Cerne/alburno 28,52 (‘(‘):g% %33%? ?16,'070§
3 Cerne intermediario 15,88 (%Z)g) ?(;21%? ((5051154)1
Cerne interno 12,01 (%’,gg) ?8360; ((5076?1())
Transic&o Cerne/alburno 11,30 (‘ézig’) %07467? f(507055C))
z::::::ij:: Cerne intermediario 10,31 ((5)';'%) %1979; 6(524262;
Cerne interno 11,14 (?)’,471%) ?8198; ?33?;5
Transicéo Cerne/alburno 10,20 (‘é:g% ?101%? ?15220?
5 Cerne intermediario 2,57 (%'jsl)) ?02665% ?S‘rfg
Cerne interno 3,06 ((2)'2;) ?012587) ?05,:4%1)
Transicdo Cerne/alburno 7,41 (?ngg) %(?23;)1) ‘(3(?2903)'
z::}z(\j/:;nea Cerne intermediario 2,67 ((2)’:3) :(3’143016)5 ?13750())
Cerne interno 2.10 (%:ig) ?12,;379?; ?243588);
Transicdo Cerne/alburno L (:(”):2% ?119%5 ?24652?;
Controle Cerne intermediario L (%:22) ?011;379% ?53735(;
Cerne interno 2,21 33,03 64,63
— (0,19) (0,03) (0,02)

* Nimeros entre parénteses representam o desvio padrdo da média.
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Figura 11 — Teor de extrativos totais nos corpos de prova de madeira apds ataque dos
fungos.
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Nas posicdes cerne intermediario e interno as alteragbes dos extrativos
totais provocadas pelos fungos foram menores quando comparadas com a amostra
controle, tal fato pode ser justificado em razdo destas posi¢cdes, de modo geral,
terem as menores perda de massas, com excecao do fungo P. chrysosporium que
provocou aumento no teor de extrativos nessas posicOes (Tabela 4). Como foi
apresentado na Tabela 3, onde constam os resultados do experimento de
apodrecimento acelerado em laboratério, o fungo P. chrysosporium foi o Gnico em
gue as diferentes posi¢cdes ndo influenciaram a degradacdo, portanto pode-se
afirmar que o comportamento no fungo P. chrysosporium com relacdo aos extrativos,
foi semelhante nas diferentes posi¢des testadas.

Em relacdo a lignina total ndo houve variacdo entre as posi¢cfes testadas na
amostra controle. Para as madeiras atacadas pelos fungos, de modo geral, houve
uma diminuigdo da lignina total na regido de transicdo entre cerne e alburno, em
razdo da maior perda de massa ocorrida nesta regido (Figura 12). Os menores
valores do teor de lignina total foram encontrados para as amostras atacadas pelos
fungos Resinicium confertum; 3; e P. chrysosporium, com reducdes de 10,95; 10,61,

e 13,21% respectivamente, quando comparado as amostras controle. Ja os fungos 5
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e Trichoderma citrinoviride produziram reducdes de 5,70 e 7,81% no teor da lignina

das amostras (Tabela 4).

Figura 12 — Teor de lignina total nos corpos de prova de madeira apds ataque dos fungos.
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No estudo realizado por Silva et al. (2014), foi avaliada a analise da
influéncia de dois basidiomicetos isolados de tocos deterioradas no campo. Estes
fungos foram testados em madeira do clone de E. grandis x E. urophyla com idade
variando entre 5 e 6 anos, nesta madeira a reducdo de lignina foi de,
aproximadamente, 10% para a regido do alburno e 2% para a regido do cerne.

N&o foram observadas reducdes no teor de holocelulose em comparacéo
com as amostras controle, indicando a seletividade ou preferencia dos fungos
isolados pela lignina (Figura 13). De acordo com Ferraz et al. (2007), fungos com
essa preferéncia podem ser usados na biopolpacéo, que consiste em submeter os
cavacos de madeira, utilizados na industria de celulose, a biodegradacdo por um
fungo seletivo a degradacdo de lignina. Este pré-tratamento biolégico, aumenta a
susceptibilidade da lignina a solubilizagdo pelos licores de polpacgéo, facilita o
desfibramento e refino da polpa, resultando em economia de reagentes e,ou,

energia.
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Figura 13 — Teor de holocelulose nos corpos de prova apos ataque dos fungos.
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4.6 AVALIACAO DA DEGRADACAO POR FUNGOS EM TOCOS NO CAMPO

4.6.1 Avaliacado da degradacdo com penetrébmetro de impacto

E possivel observar na anélise de variancia que houve diferenca significativa

apenas para os fungos testados e a interacdo fungo x tratamento (Apéndice C,

Tabela 3C). A interacdo foi desdobrada e realizada a comparacédo entre as médias

da penetracéo (cm) produzida pelo penetrémetro de impacto (Tabela 5).

Na comparacdo entre as médias da penetracdo alcancada entre os fungos

testados é possivel observar que para o tratamento em que os fungos foram

inoculados nos tocos perfuradas e com cobertura, somente os fungos 3, 5 e

Trichoderma citrinoviride, proporcionaram meédias de penetracdo significativamente

superiores as da amostra controle, ndo diferindo entre si. Para estes fungos a

penetragdo alcangcada nos tocos foi 5, 10 e 10% superior aos tocos sem a

inoculacao de fungos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Comparacédo entre as medias da penetragdo em funcdo dos fungos testados e
dos tratamentos.

Penetracao (cm)

Tratamentos

Fungo Inoculacdo dos fungos por Inoculacdo dos fungos por

perfuracdo pulverizacéo

Com cobertura Sem cobertura Com cobertura Sem cobertura

1 1,11 bB 1,05bB 1,25aA 1,26 aA

R. confertum 1,18 bA 1,11 bA 1,26 aA 1,18 aA

3 1,23 aA 1,30 aA 1,26 aA 1,20 aA

P. chrysosporium 1,15bB 1,15bB 1,34 aA 1,25aA
5 1,30 aA 1,21 aB 1,14 bB 1,18 aB

6 1,21 bA 1,21 aA 1,10 bA 1,12 aA

T. citrinoviride 1,30 aA 1,17 aB 1,06 bB 1,27 aA
Controle 1,17 bA 1,21 aA 1,27 aA 1,26 aA

As médias seguidas de mesma letra minlscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo o teste de Scott-Knott (p > 0,05).

J& para o mesmo tratamento citado anteriormente, porém sem a utilizacao
de cobertura nos tocos, a maior profundidade alcancada pelo penetrometro foi nos
tocos inoculadas com o fungo 3. Apesar de ndo diferir significativamente da amostra
controle, a profundidade alcancada foi 6,92% superior. Semelhante a observacao
anterior, nos tratamentos em que os fungos foram inoculados nos tocos por
pulverizacdo, para as situagbes com ou sem cobertura, as maiores médias de
penetracdo para os fungos testados nao diferiram das amostras controle (Tabela 5).

Na comparacdo entre as médias da penetracdo alcancada para cada fungo
com os tratamentos empregados € possivel observar que para os fungos 1l e
P. chrysosporium as maiores médias alcangcadas foram no tratamento de inoculagéo
nos tocos por pulverizacdo, sendo estas semelhantes estatisticamente. Estas
médias foram aproximadamente de 13,94% (fungo 1) e 11,19% (P. chrysosporium)
maiores quando comparadas as médias do tratamento de inoculagéo por perfuracao
(Tabela 5). Uma possibilidade para ocorréncia de tal fato pode ser explicada pela
solugdo fangica pulverizada ter abrangido maior area de contato nos tocos,
enquanto a soluc¢do fangica inoculada em perfuragdes ficou concentrada préxima
aos orificios.

Ainda nesta mesma comparacao, para os fungos Resinicium confertum, 3, 6

e a amostra controle ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos testados.
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Para o fungo 5 o tratamento de inoculagdo nos tocos por perfuracdes com cobertura
obteve a maior média diferindo dos demais tratamentos empregados, sendo este em
média 9,48% maior que os demais. Em relacdo ao fungo T. citrinoviride, os
tratamentos de inoculacdo nos tocos por perfuracdes com cobertura e a inoculacéo
por pulverizagdo sem cobertura foram estatisticamente iguais e diferiram dos outros
tratamentos (Tabela 5).

Esperava-se que independente do tratamento, houvesse menor resisténcia
ao impacto, em comparacdo com a amostra controle, para as situa¢cdes em que 0s
tocos foram cobertas, pelo fato da cobertura proporcionar uma condigdo com menos
interferéncias com o meio ambiente, facilitando o desenvolvimento dos fungos. No
entanto este fato s6 foi observado em tocos perfurados e inoculados com os fungos
3, 5 e T. citrinoviride.

Andrade et al. (2012) ao utilizarem fungos isolados para avaliar a
deterioragdo dos tocos no campo por meio da utilizacdo do penetrGmetro de
impacto, observaram que os tocos inoculadas com o fungo Pycnoporus sanguineus,
reconhecido pela sua capacidade de degradacdo, apresentaram resultados
semelhantes aos tocos controle. Porém, quando foi utilizada cobertura nos tocos,
este fungo e os demais utilizados foram capazes de reduzir a resisténcia dos tocos
ao impacto provocado, indicando que a utilizacdo da cobertura proporcionou um

ambiente favoravel ao desenvolvimento dos fungos.

4.6.2 Avaliacado da degradacédo com Stress Wave Timer

E possivel observar na andlise de variancia que ndo houve diferenca
significativa entre fungo, tratamento e a interacdo fungo x tratamento (Apéndice D,
Tabela 4D). Na Tabela 6 constam os valores das médias da velocidade da

propagacéo das ondas (m/s) produzidas pelo Stress Wave Timer.
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Tabela 6 — Comparagcédo entre as médias da velocidade da propagacdo das ondas em
funcao dos fungos e dos tratamentos testados.

Velocidade (m/s)

Tratamentos
Fungo . . Inoculacdo dos fungos por
Inoculacdo dos fungos por perfuracéo L
pulverizacdo

Com cobertura Sem cobertura Com cobertura Sem cobertura

1 348,34 (27,55) 310,69 (61,62) 347,46 (10,74) 310,80 (55,50)

R. confertum 295,72 (62,81) 346,98 (88,56) 302,30 (19,45) 324,97 (36,18)
3 304,90 (15,75) 320,63 (25,47) 308,72 (25,40) 337,66 (19,14)

P. chrysosporium

5
6
T. citrinoviride

Controle

319,32 (6,89)
365,73 (54,97)
279,57 (23,47)
321,58 (34,87)
374,27 (25,39)

342,69 (59,50)
377,99 (68,08)
292,63 (22,73)
295,55 (28,68)
287,73 (2,40)

289,85 (38,47)
364,50 (43,47)
291,85 (16,48)
360,35 (61,92)
364,70 (92,66)

313,24 (95,06)
301,48 (33,25)
332,22 (66,21)
292,75 (46,34)
340,06 (40,66)

* NUmeros entre parénteses representam o desvio padrdo da média.

De modo geral, apesar da presenca da colonizagdo dos fungos nos tocos
(Figura 14), as alteragbes provocadas, em fungdo dos tratamentos testados,
variaram pouco com as alteragdes provocadas nos tocos controle. Esperava-se que
a deterioracdo dos tocos inoculados fossem superiores a deterioracdo dos tocos
controle apds os quatro meses de exposicdo aos fungos, e que esta degradacdo
fosse confirmada pela maior velocidade de propagacao das ondas tenséo produzida
pelo Stress Wave Timer (Figura 15).

De acordo com Teles (2014), o método de ondas de tensdo € capaz de
detectar as alteracfes sensiveis provocadas na madeira em funcao da deterioracéo
causada por fungos apodrecedores.

A velocidade de propagacdo das ondas na madeira atacada tende a ser
superior ao observado em madeiras sadias, pois ao se propagar pela madeira, esta
se move ao longo do tecido deteriorado e nos espacos vazios da madeira,
determinando sua condicdo interna. Deste modo, o aumento da velocidade de
propagacao reflete diretamente na diminuicdo da resisténcia mecéanica da madeira,
indicando o aumento da deterioragao (ZABEL; MORRELL, 1992; TELES, 2014).



56

Figura 14 — Sinais de colonizagéo fungica nos tocos inoculadas.

Figura 15 — Comparacao entre as médias da velocidade de propagacdo das ondas em
fung&o dos fungos e dos tratamentos.
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Segundo Reis e Reis (1997) e Coder (2003), o toco remanescente por ser
um material biolégico esta sujeita a variagdo de suas propriedades de resisténcia a
deterioragdo, variando em funcédo das condi¢cfes edafocliméticas e caracteristicas da
madeira. A mortalidade dos tocos tem fundamental importancia no seu processo de
deterioracdo, e pode estar ligada ao periodo de exploracédo florestal. Os autores
enfatizam que em solos mais pobres e periodos de seca a reducdo do vigor dos

tocos remanescentes é mais intenso.
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Reis e Reis (1997) destacam ainda que, o vigor dos tocos pode perdurar
ap6s a derrubada da arvore e desta forma a atividade fisiolégica permanece nos
tocos, induzindo o processo de brotacdo. Durante a atividade fisiologica ainda estéao
presentes uma série de mecanismos de defesa que podem atuar e retardar a
surgimento de pragas e o avanc¢o da deterioracdo até reducdo do vigor fisiolégico
dos tocos (CODER, 2003).

Pbde-se observar que durante o periodo de duracdo do experimento,
independente dos tratamentos testados, a presenca de brotacdo em alguns tocos,
indicando o vigor fisiolégico dos mesmos. Em funcgdo dos fatos expostos acima, isto
pode ter comprometido o desenvolvimento e o avanco da deterioracdo das mesmas,
sendo necessario um maior tempo do empregado nesta pesquisa para que

houvesse a reducao do vigor dos tocos e o0 avanc¢o da deterioracao.
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5 CONCLUSOES

O isolamento de fungos a partir de tocos no campo permitiu isolar fungos
com potencial de degradacdo nas madeiras testadas e os que causaram maior
degradac&o na madeira foram os fungos 3, P. chrysosporium e 5.

O método adotado no ensaio de pré-selecdo de fungos em placas de Petri
possibilitou, de forma mais simples, selecionar os fungos com maior potencial de
degradacéo de madeira, a serem utilizados no ensaio de apodrecimento acelerado e
ensaio de degradacao de tocos no campo.

No ensaio de apodrecimento acelerado os fungos selecionados promoveram
maior degradacédo da madeira do que no ensaio de pré-selecao de fungos, indicando
sua real capacidade de degradacdo em funcdo das diferentes posicoes testadas.
Neste ensaio as posicbes da madeira causaram influencia na degradacdo dos
fungos e a posicdo da madeira mais degradada foi a regido de transi¢do entre cerne
e alburno.

Na analise quimica da madeira deteriorada foi determinado, de maneira
geral, a maior preferéncia dos fungos pela lignina na posicdo da madeira mais
consumida (transi¢cdo entre cerne e alburno), indicando a preferéncia dos fungos por
este constituinte.

Apos o tempo de exposicao aos fungos, no ensaio de degradacédo de tocos
no campo foi possivel verificar a presenca de fungos na madeira, porém a
degradacédo por estes teve pouca variagdo em relacdo aos tocos que nao foram
inoculados. Como sugestao para futuros trabalhos recomenda-se a aplicacdo de um
produto quimico que seja capaz de cessar a atividade fisioldgica dos tocos para que
sejam posteriormente inoculados os fungos, assim como maior tempo de exposicéo

dos tocos ao fungo inoculado para avaliar a deterioracéo
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Apéndice A - Resumo da analise de variancia dos resultados de perda de massa da
madeira submetida aos fungos testados no experimento de pré-selecdo de fungos

com capacidade de deterioracao.

Tabela 1A — Resumo da analise de variancia dos resultados de perda de massa da madeira
submetida aos fungos testados. Dados transformados em arcsen ,/(PM ,,/100 )

Fonte de Variacdo Graus de Quadrado F
Liberdade Médio
Fungo 30 0.27717 73.5114 **
Tempo 4 0.34144 90.5582 **
Fungo x Tempo 120 0.03583 9.5032 **
Residuo 1395 0.00377
Total 1549
CV =56.75%

** significativo a 1%.



67

Apéndice B - Resumo da analise de variancia dos resultados de perda de massa da
madeira submetida aos fungos testados no experimento de apodrecimento

acelerado em laboratorio.

Tabela 2B — Analise de variancia dos resultados de perda de massa da madeira submetida
aos fungos testados. Dados transformados em arcsen +/(PM ,,/100 )

Fonte de Variacdo Graus de Quadrado F
Liberdade Médio
Fungo 9 1.25896 317.2261**
Posi¢do da madeira 2 0.11439 28.8241 **
Fungo x Posi¢do da madeira 18 0.02474 6.2338 **
Residuo 270 0.00397
Total 299
CV =19.85%

** significativo a 1%.
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Apéndice C - Resumo da andlise de variancia dos resultados da penetracédo
produzida pelo penetrometro de impacto no experimento de avaliagdo da

degradacé&o por fungos em tocos no campo.

Tabela 3C — Andlise de variancia dos resultados da penetracdo nos tocos submetidas aos
fungos testados.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado F
Liberdade Médio
Fungo 7 0.01510 2.1681 *
Tratamento 3 0.00952 1.3674 ns
Fungo x Tratamento 21 0.02520 3.6189 **
Residuo 96 0.00696
Total 127
CV =6.92%

** gignificativo a 1%; * significativo a 5% de probabilidade; ns — n&o significativo a 5% de
probabilidade.
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Apéndice D - Resumo da analise de variancia dos resultados da velocidade da
propagagcdo das ondas produzidas pelo Stress Wave Timer no experimento de

avaliacdo da degradacéao por fungos em tocos no campo.

Tabela 4D — Analise de variancia dos resultados da velocidade da propagacédo das ondas
submetidas aos fungos testados.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado F
Liberdade Médio
Fungo 7 4458.77 1.9671 ns
Tratamento 3 587.51 0.2592 ns
Fungo x Tratamento 21 3282.52 1.4482 ns
Residuo 96 2266.70
Total 127
CV =14.70%

ns — ndo significativo a 5% de probabilidade.



