Etiologia e possiveis fontes de indculo para a ocorréncia da podridao de miniestacas de
acacia-negra

Izabela Moura Duin'; Antonio Rioyei Higa'; Alvaro Figueredo dos Santos?; Thiare Aparecida do Vale Coelho';
Eduardo Henrique Rezende'; Celso Garcia Auer?

'Programa de Pos-graduagdo em Engenharia Florestal, Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR, Brasil. ‘Embrapa Florestas, CP 319, 83411-
000, Colombo, PR, Brasil.
Autor para correspondéncia. Celso Garcia Auer (celso.auer@embrapa.br).
Data de chegada: 19/02/2017. Aceito para publicagdo em: 20/06/2017.
10.1590/0100-5405/174647

RESUMO

Duin, [.M.; Higa, A.R.; Santos, A.F. dos; Coelho, T.A.V.; Rezende, E.H.; Auer, C.G. Etiologia e possiveis fontes de indculo para a ocorréncia da

podridao de miniestacas de acacia-negra. Summa Phytopathologica, v.43, n.4, p.297-302, 2017.

Acacia mearnsii De Wild. ¢é cultivada no Brasil para producdo de tanino,
celulose e energia. Atualmente, plantios clonais estdo sendo estabelecidos, mas
um dos fatores limitantes a produc¢@o de mudas ¢ a ocorréncia de podridao de
miniestacas. Este estudo teve por objetivo avaliar a podridao de miniestacas
de acacia-negra em trés clones comerciais e determinar os agentes causais
associados, em Triunfo/RS. Os materiais analisados foram miniestacas com
podridao; brotagdes de minijardim aparentemente sadias; brotagdes com
lesdes escuras; substrato utilizado para o enraizamento das miniestacas; agua

utilizada para a irrigagdo; minicepas doentes; areia proveniente dos canaletdes
dos minijardins; tubetes; e britas provenientes da estufa. As coletas foram
efetuadas em setembro/2015 e mar¢o/2016. Para detecgdo de fungos, utilizou-se
os métodos de isolamento direto e isolamento indireto, dilui¢do em série, teste
com isca e plaqueamento de residuos. Calonectria polizzii ¢ Neopestalotiopsis
clavispora sdo os agentes causais da podridao de miniestacas de acacia-negra.
Brotagdes assintomaticas, tubetes usados, piso da casa de vegetagdo e substrato
usado podem ser fontes de indculo.

Palavras-chave: Acacia mearnsii, Calonectria, doencga, propagacdo vegetativa.

ABSTRACT

Duin, I.M.; Higa, A.R.; Santos, A.F. dos; Coelho, T.A.V.; Rezende, E.H.; Auer, C.G. Etiology and possible inoculum sources for the occurrence
of rot in black wattle minicuttings. Summa Phytopathologica, v.43,n.4, p.297-302, 2017.

Acacia mearnsii De Wild. is cultivated in Brazil for tannin,
cellulose and energy production. Currently, clonal plantations have been
established, but one of the limiting factors for seedling production is the
occurrence of rot in minicuttings. This study aimed to evaluate rot in
black wattle minicuttings in three commercial clones and to determine
the associated causal agents in Triunfo/RS. The analyzed materials
were rotten minicuttings, apparently healthy clonal minigarden sprouts;
sprouts with dark lesions; substrate used for minicutting rooting; water

used for irrigation; diseased ministumps; sand from clonal minigarden;
plastic tubes; and cracked stones from the greenhouse floor. Samples
were collected in September/2015 and March/2016. For detection of
fungi, the used methods were direct isolation and indirect isolation,
serial dilution, bait test and plating of residues. Calonectria polizzii
and Neopestalotiopsis clavispora are the causal agents of rot in
minicuttings. Asymptomatic sprouts, plastic tubes, greenhouse floor
and the used substrate can be inoculum sources.

Keywords: Acacia mearnsii, Calonectria, disease, vegetative propagation.

Acacia mearnsii De Wild., conhecida como acéacia-negra ¢ uma
espécie pertencente a familia Fabaceae, considerada excelente para
florestamento, devido ao seu rapido crescimento e aproveitamento
integral da madeira (14, 19). Grande parte do cultivo de acacia-negra
ainda ¢ estabelecido a partir de mudas produzidas por sementes (10).
Visando contornar os problemas oriundos da producdo de mudas
seminais, a utiliza¢@o de técnicas de propagacdo vegetativa ¢ utilizada
correntemente para essa espécie (2).

A fitossanidade ¢ importante na produgdo de mudas florestais,
tendo em vista a ocorréncia de doengas em todas as etapas do processo
produtivo, por sementes ou estaquia (13). O sucesso no enraizamento
relaciona-se diretamente com a sanidade das estacas.

A podridao de estacas e miniestacas pode ocorrer na produgdo de
mudas clonais de eucalipto (2). Em acacia-negra, a mesma doenga vem
sendo detectada com poucas informagdes a respeito de seus impactos
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na produg@o de mudas clonais. Sendo assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar a podridao de miniestacas de A. mearnsii em trés clones em
um viveiro comercial, testar a patogenicidade dos principais fungos
encontrados e determinar as principais fontes de indculo dos fungos
associados.

MATERIAL E METODOS

Amostragem da podriddo de miniestacas e fontes de in6culo
no viveiro

As coletas de plantas sintomaticas, caracterizadas por podridao
basal ou podridao mediana (Figura 1), foram realizadas em estufa
com bandejas suspensas, em setembro/2015 (1% coleta) e mar¢o/2016
(2* coleta), no municipio de Triunfo/RS. Trés clones comerciais
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Figura 1. Mortalidade de miniestacas de acdcia-negra em casa de
vegetagdo. A: Mortalidade em reboleira; B: Miniestaca morta; C:
Podridao basal; D: Podriddo mediana.

foram selecionados (clone 1, clone 2 e clone 3). Na primeira coleta
foram amostradas 300 miniestacas por clone; na segunda coleta 300
miniestacas dos clones 1 € 2, e somente 200 miniestacas do clone 3. Para
a realizacdo das coletas, toda a estufa foi percorrida, para a coleta das
miniestacas sintomaticas ao acaso, as quais foram embaladas em sacos
plasticos limpos, identificadas e levadas para andlise no laboratério.

Isolamento dos fungos

Os fungos foram isolados de forma direta ¢ indireta. Para o
isolamento direto, as minicepas foram mantidas em cdmara imida por
sete dias. O isolamento indireto foi realizado por meio da desinfestagdo
de fragmentos da regido de transi¢do entre tecido necrosado e sadio.
Os fragmentos foram imersos em alcool 70 % por 30 s e hipoclorito
de sodio 1 % por 1 min e transferidos para placas de Petri contendo
meio BDA (Batata-Dextrose-Agar). As placas contendo os fragmentos
foram incubados em cdmara B.O.D, no escuro a 24 °C, até a formagao
de colonias. As culturas fungicas obtidas foram repicadas para placas
com meio BDA, incubadas em camara B.O.D., no escuro a 24 °C,
para obtengdo de cultura pura dos fungos. Calculou-se o intervalo de
confianca (4), ao nivel de 5 %, para os valores de frequéncia de colonias
de fungos da primeira e segunda coleta.

Identificacio dos fungos isolados

Laminas foram montadas com estruturas reprodutivas, em corante
de Amann, e observadas em microscopio de luz para a identificagdo ao
nivel de género, com o auxilio da literatura de Micologia e Patologia
Florestal (6). Para a identificagao molecular das espécies fingicas, foi
realizado o sequenciamento dos isolados e comparag¢@o com sequéncias
depositadas no GenBank. O sequenciamento dos isolados foi realizado
no Laboratorio de Patologia Florestal da Universidade Federal de
Lavras e no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
(LABMICRO) da Universidade Federal do Parana.

Teste de patogenicidade

Testou-se a patogenicidade dos fungos que apresentaram maior
incidéncia em associagdo com a podriddo de miniestacas de acacia-
negra, baseando-se em Vitti et al. (24). A inoculag@o foi realizada por
meio de discos de sete mm de didmetro contendo micélio dos fungos
crescidos em meio BDA por sete dias, em B.O.D. a 24 +2 °C, no escuro,
na base das miniestacas. Na preparacdo das miniestacas, estas foram
desinfestadas superficialmente com alcool 70 % por 30 s e hipoclorito
de sodio 1 % por 1 min e inoculou-se 24 miniestacas/isolado. Como
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tratamento testemunha, as miniestacas receberam discos de meio BDA.
Depois, as miniestacas inoculadas foram incubadas em caixas gerbox
com papel mata-borrdo umedecido, mantidos sob luz fluorescente
continua, em condi¢des de ambiente, por sete dias. A avaliagao da
doenga foi realizada por meio da mensura¢do do comprimento da
lesdo, com o auxilio de paquimetro. Posteriormente, os fungos foram
reisolados para meio BDA.

Os dados de patogenicidade foram submetidos ao teste de
homogeneidade de variancias de Bartlett, analise de variancia (ANOVA)
e comparou-se as médias pelo teste de Tukey a 5 %, por meio do
programa ASSISTAT (21).

Avalia¢ao de fontes de inoculo de patogenos

A analise das provaveis fontes de indculo foi iniciada com a coleta
de minicepas doentes dos jardins clonais; de brotagdes aparentemente
sadias; de brotagdes com lesdes escuras; de amostras do substrato
utilizado para o enraizamento das miniestacas (novo e usado); da 4gua
utilizada para a irrigacdo; da areia proveniente dos canaletdes dos
minijardins; de tubetes e de britas provenientes da estufa. As amostras
foram embaladas em sacos plasticos limpos, lacrados, identificados,
levados ao laboratério e mantidas em geladeira no maximo por dois
dias, antes do processamento.

Cinco minicepas doentes do minijardim clonal do viveiro foram
coletadas, ao acaso, nos canaletdes, para isolamento direto. Fragmentos
de minicepas foram separados em duas porgdes: apice (regido de coleta
de brotacdes) e do caule (parte basal); as raizes ndo foram consideradas.

Brotagodes assintomaticas foram coletadas ao acaso no minijardim
clonal e isoladas pelo método direto. Brotagdes com lesdes escuras,
coletadas no minijardim clonal, onde se verificou a ocorréncia do
sintoma, foram isoladas pelo método indireto em meio BDA. Coletou-se
50 brotagdes assintomaticas e 15 brotagdes com lesdes escuras.

O substrato novo foi coletado diretamente de embalagens ainda
fechadas, armazenadas em galpao do viveiro, de onde coletou-se cinco
amostras. Para isolar os fungos do substrato, utilizou-se a técnica
de diluigdo em série descrita em Mello et al. (16). Diluiu-se 10 g de
substrato em 90 mL de agua, consistindo na primeira dilui¢o, a qual
passou por processo de agitagdo manual e a seguir, espalhou-se 100 L.
da diluicdo na superficie de placas de Petri contendo meio de Martin
(5 g de peptona; 0,5 g de MgSO,.7H. O; 1 g de K HPO,; 10 mL de
solugdo de rosa bengala na concentragdo de 1:300; 30 mg de sulfato
de estreptomicina; 10 g de dextrose; e 20 g de agar-agar para 1000 mL
de agua ultrapurificada). Da primeira diluigdo foram retirados 1 mL e
diluidos em 9 mL de 4agua, sendo essa a segunda dilui¢do. O mesmo
procedimento foi empregado sucessivamente para completar as séries
de diluigdes: 1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000. De cada diluigdo foram
feitos trés plaqueamentos (repeticdes). As placas foram incubadas em
camara B.0O.D., no escuro, 24 °C, até a formagdo de colonias. Apds
esse periodo, fez-se a avaliagdo dos fungos presentes.

Além da dilui¢do em série, realizou-se também o teste de isca
com folhas de Eucalyptus benthamii Maiden e mamona (Ricinus
communis L.) para verificar a presenga de Calonectria sp. no substrato
(1; 11). Nesse teste utilizou-se dois tipos de substrato: substrato novo e
substrato usado. O substrato usado foi retirado diretamente de tubetes
com podriddo de miniestacas. Coletou-se cinco amostras de cada
tipo, cada amostra composta pelo contetido de cinco tubetes. O teste
foi implantado em caixas gerbox com duas folhas de mata-borrdo
esterilizadas em autoclave e umedecidas com agua ultrapurificada
estéril. As amostras de substrato foram umedecidas com agua
ultrapurificada estéril e colocadas sobre as folhas, sendo o limbo da
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folha perfurado para a liberagdo da enzima estimulante ao fungo. O
material permaneceu em camara imida em estante com luz fluorescente
continua e condi¢des de laboratorio por cinco dias.

A detecgao de patogenos na agua de irrigacao e na areia foi realizada
por meio da diluigdo em série, com os mesmos procedimentos descritos
acima. A dgua foi coletada do reservatorio que abastece o viveiro e dos
bicos da irrigacdo no interior da estufa, coletando-se trés amostras de
cada situacdo. Cinco amostras de areia foram coletadas nos locais onde
foram retiradas as minicepas doentes nos minijardins clonais.

Avaliou-se a presenca de fungos em tubetes usados (tubetes
coletados logo apds a produgdo de mudas clonais ou com podridao de
miniestacas) e tubetes lavados (tubetes lavados em agua quente, sob alta
pressao). Os tubetes usados foram os mesmos esvaziados para coleta
do substrato usado; os tubetes lavados foram coletados aleatoriamente
logo apds a lavagem, coletando-se nove tubetes de cada situacdo. A
metodologia consistiu na lavagem de tubetes em copo de Béquer com 20
mL de agua ultrapurificada, esterilizados por autoclavagem. Os tubetes
foram lavados com o auxilio de uma escova de plastico previamente
esterilizada por 1 min em hipoclorito de soédio 1 % e enxaguada em
agua estéril. A partir da solugdo da lavagem, aliquotas foram coletadas
com micropipeta em doses de 10 e 100 pL da dilui¢do e espalhadas na
superficie de placas de Petri contendo meio de Martin. Foram utilizados
nove tubetes de cada tratamento (usados e lavados), cada diluigao teve
trés repeticoes (placas). As placas foram incubadas conforme descrito
para o isolamento de fungos do substrato.

Para a analise da presenca de patdgenos em britas, sob mesas
suspensas da casa de vegetagao com presenga de reboleiras de podridao
de miniestacas, coletou-se trés amostras. De cada amostra, pesou-se
10 g que foram lavadas em 90 mL de agua ultrapurificada esterilizada.
Posteriormente, a solugio foi passada em peneira plastica esterilizada
para a separagdo dos residuos maiores. Espalhou-se aliquotas de 10 e
100 pL da diluigdo na superficie de placas de Petri contendo meio de
Martin. De cada diluigdo realizou-se trés repeti¢des (placas). As placas
foram incubadas conforme descrito para o isolamento de fungos do
substrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fungos presentes em miniestacas de acacia-negra com podridao

Nove géneros Botryosphaeria, Calonectria, Fusarium,
Clonostachys, Graphium, Monilia, Monochaetia, Pestalotiopsis,
Coniella e outros nao identificados foram isolados da primeira coleta.
Calonectria sp. foi o fungo que apresentou maior incidéncia média
(69,7 %) para todos os clones (Tabela 1), seguido por Clonostachys
sp. (12,5 %), Botryosphaeria sp. (5,4 %), Pestalotiopsis sp. (5,2 %) e
Fusarium sp. (2,1 %).

Na segunda coleta, foram isolados oito géneros Aspergillus,
Colletotrichum, Calonectria, Fusarium, Clonostachys, Pestalotiopsis,
Rhizoctonia, Trichoderma e outros nao identificados. Novamente,
Calonectria sp. foi o fungo com maior incidéncia média (76 %) em
todos os clones (Tabela 1), seguido por Clonostachys sp. (7,5 %),
Colletotrichum sp. (4,4 %), Rhizoctonia sp. (4,3 %) e Fusarium sp.
(1,9 %).

Fungos do género Cylindrocladium (= Calonectria) sdo conhecidos
como patogenos de Eucalyptus e Pinus causando tombamento de
plantulas, podriddo de estacas, estrangulamento do caule, podriddo
de raizes e, no caso de Eucalyptus, também a ocorréncia de manchas
foliares (4). Em eucalipto, as espécies C. candelabrum Viégas, C.
scoparium Morgan, C. gracile (Bugn.) Boesew. (= C. clavatum Hodges
& May), C. parasiticum Crous, Wingfield & Alfenas, C. pteridis F.A.
Wolf'e C. ovatum El-Gholl (2) e C. ilicicola Boedijn & Reitsma (7) sdo
causadoras de podriddo de estacas no Brasil. Em Pinus, Calonectria
brachiatica L. Lombard, M.J. Wingf. & Crous e Calonectria brassicae
Pamwar & Bohra (anamorfos de Cylindrocladium spp.) foram
associados a podriddo de estacas enraizadas de Pinus maximinoi e P.
tecunumanii, na Colombia (17).

Além de Calonectria, outros patdgenos primarios sdo encontrados
em estacas mortas de eucalipto como Fusarium spp. e Rhizoctonia solani
Kuhn e secundarios como Colletotrichum spp. (24) e Botryosphaeria
ribis Grossenb. & Duggar (5). Fungos desses géneros também foram
encontrados em associag@o com a podriddo de miniestacas.

Tabela 1. Fungos isolados de miniestacas de trés clones de acacia-negra em duas épocas de coleta, Triunfo/RS.

REISOLAMENTO (%)
ISOLADO SETEMBRO/2015 MARCO/2016
CLONE 1 CLONE 2 CLONE 3 MEDIA CLONE 1 CLONE 2 CLONE 3 MEDIA
Calonectria sp. 76,1 4,80 373+52 95,723 69,7 73,5+6,1 78,8 +£4,5 75,7+5 76
Clonostachys sp. 72+29 28,6 4.9 1,7+ 1,5 12,5 9.8+4,1 9,1£3,1 3,5€2,1 7,5
Botryosphaeria sp. 6,2+2,7 9,3+3,1 0,7+0,9 5,4 - - - -
Colletotrichum sp. - - - - 59+32 25+1,7 49+2,5 4.4
Rhizoctonia sp. - - - - 7,8+3,7 4,1+22 1,0£1,2 43
Pestalotiopsis sp. 2,6+ 1,8 11,7+ 3,5 1,3+1,3 52 - - 14+14 1,4
Fusarium sp. - 2,1+1,5 - 2,1 1,014 0,9+ 1,1 3,8+2.2 1,9
Coniella petrakii 1,0£1,1 - - 1 - - - -
Graphium sp. - 0,3+0,6 - 0,3 - - - -
Monilia sp. - 0,3+0,6 - 0,3 - - - -
Monochaetia sp. - 0,3+0,6 - 0,3 - - - -
Aspergillus sp. - - - - - 0,3£0,6 - 0,3
Trichoderma sp. - - - - - 0,3+0,6 - 0,3
Fungos nao identificados 7+28 9,9+3,2 0,7+0,9 5,9 2+1,9 41+2.2 9,7+3,4 53
(1ntervalo de confianga ao nivel de p < 0,05.
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Na segunda coleta, detectou-se Rhizoctonia sp. em todos os clones
de acacia-negra (Tabela 1). Rhizoctonia solani foi relatada como agente
causal da podriddo de miniestacas enraizadas de Pinus caribaea, P.
tecunumanii e hibridos entre essas duas espécies (12) e Rhizoctonia
sp. com a podriddo de miniestacas em E. benthamii (20) demonstrando
a sua associac¢@o com espécies florestais.

Uma espécie de Coniella isolada somente no clone 1 foi identificada
como Coniella petrakii B. Sutton (23), porém sua associagdo com a
podridao de miniestacas ¢ incerta. Este fungo foi encontrado em arvores
de acédcia-negra com gomose por Sotta & Auer (22). Com relagdo a
Pestalotiopsis sp., ndo foram encontrados relatos de sua ocorréncia
associada com podriddo de miniestacas em espécies florestais.

Varios fungos secundarios foram detectados em miniestacas, cuja
presenca poderia ser explicada por sua acdo saprofitica, em tecidos
doentes, senescentes ou injuriados (9, 11). Dentre esses, Clonostachys
sp. € Trichoderma sp., isolados de miniestacas doentes, devem estar
atuando como hiperparasitas (15) nos patégenos.

Verificou-se também relagdo dos fungos com as épocas de coleta:
época fria (setembro/2015) e quente (mar¢o/2016). Na primeira coleta,
observou-se a ocorréncia de Botryosphaeria sp., Coniella petrakii,
Graphium sp., Monilia sp. ¢ Monochaetia sp. e na segunda coleta
Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Rhizoctonia sp. e Trichoderma
sp. Nas duas épocas, ocorreu Pestalotiopsis sp., porém com maior
incidéncia na época fria e somente em um clone na época quente. As
frequéncias médias de Fusarium sp. foram proximas, em todos os
clones em margo/2016 e somente em um clone em setembro/2015.
Com relagdo a Calonectria sp. e Clonostachys sp. ndo houve distingdo
entre as épocas, ocorrendo em alta frequéncia nas duas amostragens.
No caso de Calonectria, resultado similar foi relatado por Cabel (8)
em miniestacas de eucalipto em casa de vegetacdo, no Rio Grande do
Sul. Ferreira (11) considerou que a temperatura e umidade elevada
no interior da casa de vegetagdo e injurias operacionais, favorecem a
atuacdo de fungos causadores de lesdes ou apodrecimento de estacas.

Patogenicidade de fungos em miniestacas de acacia-negra

Os isolados sequenciados e testados foram Calonectria polizzii
L. Lombard, Crous & M.J. Wingf. (Acesso GenBank KY984058),
Fusarium sp. (ndo depositado no GenBank), Fusarium oxysporum
Schitdl (acessos GenBank - KY810792 e KY810793), Neopestalotiopsis
clavispora (G.F. Atk.) Maharachch., K.D. Hyde & Crous. (Acesso
GenBank - KY810807) e Rhizoctonia solani Kuhn (acesso GenBank
- KY810803). Os isolados denominados como Calonectria sp. foram
renomeados para C. polizzii.

Nas miniestacas inoculadas com C. polizzii e N. clavispora as

lesdes progrediram, enquanto que nas inoculadas com Fusarium
spp. € R. solani, ocorreu crescimento epifitico e as lesdes ocorreram
somente na base da miniestaca. Esse crescimento epifitico de R. solani
foi constatado para hastes de eucalipto (7). Sendo assim, foi possivel
avaliar o comprimento da lesdo induzidas por C. polizzii e N. clavispora.
Fusarium spp. e R. solani ndo foram considerados patogénicos.
Resultado diverso foi encontrado por Carvalho et al. (9) em estacas
de eucalipto, que comprovaram a patogenicidade de C. scoparium, C.
clavatum, e também de Rhizoctonia spp. e Fusarium spp.

Houve recuperagao de C. polizzii e N. clavispora, cujas frequéncias
variaram de 71 a 97 % (Tabela 2). As miniestacas inoculadas exibiram
0s mesmos sintomas constatados no viveiro em Triunfo/RS, na forma de
lesdes escuras e podriddo da base e as testemunhas ndo tinham sintomas
(Figura 2). Desse modo, C. polizzii e N. clavispora foram considerados
agentes causais da podriddo de miniestacas.

Quanto ao tamanho das lesdes, houve diferenca significativa
entre clones e isolados (Tabela 2). O clone 3 foi mais suscetivel,
provavelmente com menor enraizamento no viveiro. Os clones foram
mais suscetiveis ao ataque de C. polizzii do que N. clavispora.

Diferenga significativa entre fungos quanto a severidade causada
pela podriddo de estacas de eucalipto foi observada por Paradela et
al. (18), testando Botryosphaeria, Colletotrichum e Calonectria em
um hibrido de E. grandis x E. urophylla. Uma explicagdo sobre a
variagdo da patogenicidade entre os clones de acacia-negra, seria a
variagdo da suscetibilidade do hospedeiro como no caso do patossistema
Calonectria-Eucalyptus (3).

Fonte de in6culo

Fungos fitopatogénicos ndo foram encontrados nas minicepas.
Nove géneros de fungos foram isolados das brota¢des assintomaticas
(Tabela 3), destacando-se C. polizzii. Em média, 40 % das brotagdes
assintomaticas apresentaram algum fungo, apos 15 dias em camara
umida e todas as brotagdes com lesdes escuras, apresentaram C. polizzii.
Em um hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, Paradela
et al. (18) encontraram Cladosporium, Colletotrichum, Calonectria e
Fusarium em estacas assintomaticas. Isolados desses géneros também
foram encontrados nesse trabalho. Brota¢des assintomaticas com
lesdes imperceptiveis a olho nu podem ser fontes de indculo, pois
apos serem trazidas para a casa de vegetacao as lesdes se desenvolvem
com posterior esporulacdo gerando esporos que serdo disseminados a
pequenas e longas distancias (7).

No caso dos tubetes lavados e usados, praticamente os mesmos
fungos foram verificados, indicando falhas no processo de higienizacao
e desinfestacdo desse material. Fusarium sp. e N. clavispora isolados

Tabela 2. Comprimento médio (mm) do apodrecimento das miniestacas e recuperagdo (%) apos sete dias da inoculagdo de Calonectria polizzii

¢ Neopestalotiopsis clavispora.

CLONE lelonectria polizzii Neop'estalotiopsis clavispora
COMPRIMENTO MEDIO (mm) RECUPERACAO (%) COMPRIMENTO MEDIO (mm) RECUPERACAO (%)

1 27,01 b* 71 2297b 80

2 28,72 b 79 16,40 b 97

3 44,53 a 88 31,90 a 77

CV (%) 46,14 62,61

Média 33,44 A 23,24 B

CV (%) 58,68
*M¢édias seguidas, por letras minusculas distintas na coluna, e por letras maiusculas distintas na linha, diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
significancia.
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Tabela 3. Fungos encontrados em possiveis fontes de indculo em viveiro da podriddo de miniestacas de acacia-negra. Mar¢o/2016, Triunfo/RS.

FUNGOS ENCONTRADOS

MATERIAL ANALISADO

BROTACOES ASSINTOMATICAS

TUBETES LAVADOS @ TUBETES USADOS © BRITAS @

Aspergillus sp. +
Cladosporium sp.
Colletotrichum sp.
Calonectria polizzii

Fusarium sp.

+ 4+ + 4+ o+

Clonostachys sp.
Penicillium sp. -
Neopestalotiopsis clavispora +
Phomopsis sp. -
Thielaviopsis sp. +
Trichoderma sp. -
Ulocladium sp. -
Verticillium sp. +

+ + +

+ o+ o+ o+ o+ o+
.
.

+ presente; - ausente; ") Brotagdes coletadas no minijardim clonal; ® tubetes coletados logo apos a lavagem com jato de 4gua quente; * Tubetes coletados na estufa

em que continha miniestaca com podriddo; ® Britas coletadas do piso da estufa.

Figura 2. Teste de patogenicidade em miniestacas de acacia-negra. A:
Miniestacas sem lesoes (testemunha). B: Apodrecimento causado por
Calonectria polizzii. C: Apodrecimento causado por Neopestalotiopsis
clavispora. D: Miniestacas colonizadas por Rhizoctonia solani E:
Miniestacas colonizadas por Fusarium oxysporum (1). F: Miniestacas
colonizadas por Fusarium oxysporum (2). G: Miniestacas colonizadas
por Fusarium sp. (3).
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de miniestacas com apodrecimento também foram isolados de tubetes,
indicando que pode ser fonte de indculo desses patogenos. Segundo
Alfenas et al. (2), os tubetes devem ser previamente lavados com jatos
de agua sob pressdo para remover a0 maximo os residuos de substrato
e, posteriormente, devem ser desinfestados por imersdo em dgua quente
a 70 °C por 3 min ou 80 °C por 30 s. Ainda segundo esses autores, a
desinfestacdo térmica dos tubetes pode favorecer o aumento do indice
de enraizamento ¢ da massa do sistema radicular, provavelmente por
eliminar substancias termolabeis que interferem na rizogénese. De
acordo com o método utilizado no viveiro, pode ser que a limpeza dos
tubetes ndo esta sendo eficiente.

A presenca de C. polizzii nas britas mostra o risco de disseminagao
desse fungo do piso da casa de vegetacao para as miniestacas na mesa
suspensa (11) e sua capacidade de sobreviver em varios ambientes (4),
tornando em uma fonte de indculo.

Com a técnica de diluicdo em série empregada para analise do
substrato novo, da agua e da areia, ndo se detectou algum fungo
fitopatogénico. A auséncia de C. polizzii no substrato novo mostra sua
qualidade sanitaria, reduzindo a possibilidade de servir como fonte
de in6culo. Entretanto, no substrato usado este fungo foi constatado
e ndo se recomenda a reutilizagdo, pelo risco de reinfestagdo dos
tubetes, da casa de vegetagdo ¢ infectar as miniestacas sadias. Solo
artificialmente infestado com Calonectria pode permanecer infestado
por até sete meses (7).

Deacordo com os resultados, Calonectria polizzii e Neopestalotiopsis
clavispora sio os agentes causais da podriddo de miniestacas de acacia-
negra. Conclui-se, também, que brotagdes e miniestacas assintomaticas,
tubetes, substratos usados e britas do piso da casa de vegetagdo podem
ser fontes de indculo desses patogenos indicando que medidas sanitarias
devem ser aplicadas para impedir ou reduzir a podriddo de miniestacas
de acacia-negra.
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