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Gomose da acacia-negra:
etiologia, analise temporal,
perdas e controle genético

Alvaro Figueredo dos Santos’
Edna Dora Martins Newman Luz?
Luiz Antonio Maffia®

Jorge Teodoro de Souza*

Resumo

A gomose é um dos mais sérios problemas fitossanitarios da acécia-negra
(Acacia mearnsii) no Rio Grande do Sul. Este trabalho teve como objetivos: 1)
identificar a(s) espécie(s) de Phytophthora associada(s) a gomose; 2) analisar a
distribuicao temporal da gomose; 3) quantificar as perdas causadas pela
doenca; e 4) agrupar os materiais genéticos de acéacia-negra de acordo com o
nivel de resisténcia a gomose. Os principais resultados foram: Phytophthora
nicotianae e P.boehmeriae sao os agentes causais da gomose da acacia-negra
no Brasil. A gomose de Phytophthora foi encontrada em todos os plantios de
acdcia-negra e, no levantamento, evidenciou-se a predominancia de P.
nicotianae, mostrando que este patégeno é o principal agente da gomose da
acdcia-negra no Brasil. As avaliacdes em plantios comerciais em idade de
corte apresentaram até 48 % de individuos atacados. Tanto plantas mortas
por outras causas quanto plantas mortas por gomose cresceram
exponencialmente, e as mortes comecaram a partir do 34° més. Os dados
mostraram perdas de producdo de até 3,5 % para casca e até 0,5 % para
madeira nas arvores com gomose. Tanto por infeccao natural quanto por
inoculacao artificial, ocorreram variacoes entre as procedéncias quanto a
resisténcia a gomose.
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Gummosis in Black Wattle:
Etiology, Temporal
Distribution, Losses and
Genetic Control

Alvaro Figueredo dos Santos
Edna Dora Martins Newman Luz
Luiz Antonio Maffia

Jorge Teodoro de Souza

Abstract

Gummosis is one of the most serious phytosanitary problems of black
wattle (Acacia mearnsii) in the State of Rio Grande do Sul, Brazil. The
objectives of this work were: 1) to identify the species of Phytophthora
associated with gummosis; 2) to analyze the temporal distribution of the
gummosis; 3) to quantify losses caused by this disease; and 4) to rank black
wattle lines based on resistance to gummosis. The major results were:
Phytophthora nicotianae and P. boehmeriae are the causal agent of
gummosis on black-wattle in Brazil. This disease was found in all the
surveyed black-wattle plantations and the species P. nicotianae was the
major species found in the samples, suggesting that this is the main species
causing this disease in Brazil. It was found two kinds of symptoms: 1)
gummosis at the base of the trunks, associated to P. nicotianae; e 2)
gummosis spread on the trunk, associated to P. boehmeriae. Plants killed
by gummosis or other causes showed exponential growth, and started to
die after 34 months. Plants showing gummosis had losses ranging from 3,5
to 0,5% for bark and timber production, respectively. Both, natural and
artificial inoculations assays showed variation on the resistance of plants to
gummosis.

Keywords: Acacia mearnsii, Phytophthora, Brazil.
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Introducéao

A acéacia-negra (Acacia mearnsii De Wild.) é uma espécie florestal
originaria da Australia, plantada em diversos paises e que foi introduzida no
Brasil, no Estado do Rio Grande do Sul, na década de 30. Atualmente, com
uma area de mais de 150.000 ha, compde um dos macicos florestais
daquele estado, onde desempenha um importante papel socioeconémico
para mais de 10 mil pequenas propriedades rurais (FLEIG, 1993).

O rapido crescimento da acacia-negra, associado ao aproveitamento
integral da madeira, torna essa espécie ideal para reflorestamento e para
utilizacao industrial. A contribuicao dessa planta aos mais variados
segmentos econdmicos e industriais é ampla, tanto para a extracao do
tanino, a partir da casca, como para o uso da madeira, na producéao de
energia, celulose, papel e chapa de fibra. No Brasil, é plantada
principalmente para a producao de tanino.

A gomose é um dos mais sérios problemas fitossanitarios da acacia-negra e
ocorre nas regides produtoras do mundo. No Brasil, encontra-se distribuida
em grande parte das areas produtoras do Rio Grande do Sul. AvaliagGes em
plantios comerciais em idade de corte (8 anos) apresentaram 23 % de
individuos atacados (SOTTA et al., 1994). Essa doenca acarreta prejuizos
relevantes a acacia-negra por danificar a casca, principalmente nas porcdes
basal e mediana do tronco. A gomose manifesta-se no tronco na forma de
lesdes necrdticas, de cor escura e com exsudacao ou nao, dependendo da
época do ano (SANTOS et al., 1998). Quando presente no campo, a
abundante exsudacao gomosa é o sintoma que chama a atencao nas
arvores doentes. A queda no rendimento de casca e, em casos extremos, a
morte de arvores, sdo os principais prejuizos.

Estudos etiolégicos conduzidos por Santos et al. (1998) e Santos (2001)
confirmaram Phytophthora sp. como agente causal da gomose. No entanto,
desconhece-se, até o momento, quais as espécies de Phytophthora que
ocorrem no Brasil. Na Africa do Sul, j& foram descritas trés espécies:
Phytophthora nicotianae Breda de Haan (1896), P. boehmeriae Sawada
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(1927) e P. meadii McRae (1918) (ROUX et al., 1997).

Praticamente ndo existem pesquisas epidemiolégicas sobre a gomose. As
poucas informacoes disponiveis referem-se a estudos feitos por Santos
(1998) e Santos e Auer (1998a).

Nao se dispée de uma medida de controle da doenca. O uso de plantas
resistentes pode ser uma alternativa viadvel, no entanto, pouco se conhece
acerca da resisténcia da acacia-negra a gomose. Os estudos feitos na
Africa do Sul referem-se a selecdo de plantas em campo (DUNLOP, 1993),
onde a resisténcia a gomose é uma das caracteristicas avaliadas e tem sido
feita através do uso de escala com notas variando de Oa 4, onde

0 =auséncia de gomose e 4 = arvores mortas ou que encontram-se com
podridao acentuada no tronco e com excesso de exsudacao de goma, quase
secas. No Brasil os trabalhos envolvendo estudos sobre a resisténcia sao
ainda escassos e limitam-se a avaliacdo da incidéncia da doenca. Santos
(2001) propés um método para quantificacao da severidade da gomose.

O conhecimento sobre o agente causal e os fatores predisponentes e o
estabelecimento de estratégias adequadas de controle poderdao minimizar
os danos e as perdas provocados pela gomose de Phytophthora em plantios
de acacia-negra da Regido Sul. A importancia socioeconémica que a acacia-
negra tem para o setor florestal brasileiro, notadamente na Regido Sul do
Brasil, indica a necessidade de um trabalho mais aprofundado sobre a
gomose de Phytophthora e as possiveis medidas de controle.

Este trabalho teve como objetivos: 1) identificar a(s) espécie(s) de
Phytophthora associada(s) a gomose; 2) proceder a andlise temporal da
gomose; 3) quantificar as perdas causadas pela gomose; e 4) agrupar os
materiais genéticos de acéacia-negra de acordo com o nivel de resisténcia a
gomose.
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Material e Métodos
Parte l. Identificacdo das espécies de Phytophthora

Exp. 1. Caracterizacao morfofisiologica dos isolados de
Phytophthora

Levantamento. No levantamento foram visitadas plantacdes comerciais de
acdcia-negra nos municipios de Triunfo, Montenegro, Encruzilhada do Sul,
Piratini, Cangucu, Cristal, Cerro Grande do Sul, lvoti e Sapiranga, no Rio
Grande do Sul, e duas areas experimentais em Ponta Grossa e Colombo, no
Parana. Em cada propriedade coletaram-se informacdes sobre o plantio e os
tipos de sintomas que ocorriam na area, altitude e coordenadas
geogréficas, sendo retiradas amostras de casca do tronco de arvores com
sintomas de gomose.

Isolamento. Para o isolamento utilizou-se o meio dgar-agua 2 %
suplementado com ampicilina (50 ppm), benomil (10 ppm) e cloranfenicol
(20 ppm) (Santos et al., 1998). As placas foram incubadas no escuro, a 25
°C. Micélio com caracteristicas do género Phytophthora crescendo a partir
dos tecidos doentes foram transferidos para o meio BDA (200 g de batata,
20 g de dextrose, 18 g de agar e 1.000 mL de agua destilada) e
conservados neste meio de cultura através de repicagens periodicas.

Identificacdo. Procederam-se as avaliacdes das caracteristicas
morfofisiolégicas dos isolados. Para a identificagao, foram usadas as
chaves de Waterhouse (1963), Waterhouse (1970), Neehook et al. (1978)
e Stamps et al. (1990), além de Erwin e Ribeiro (1996) e Frezzi (1950).

Para estudar o tipo de col6nia, foram usados os meios BDA, cenoura-agar
(CA) (200 g de cenoura, 15 g 4gar e 1.000 mL de &gua destilada) ou V8
(200 ml de suco V8 da “Campbell”, 3 g de carbonato de célcio, 18 g de
agar e 800 ml de &gua destilada). Como os isolados produziram poucos
esporangios nesses meios de cultura, utilizou-se, entdo, para estimular a
producéo de esporangios, solu¢do de KNO,, conforme segue: os isolados de
Phytophthora foram crescidos em meio CA, incubados no escuro continuo



10

Gomose da Acéacia-Negra: Etiologia, Andlise Temporal, Perdas e Controle Genético

por sete dias. Apds este periodo, o0 meio de cultura contendo micélio
fungico foi cortado em tiras paralelas de aproximadamente 4 mm de
largura. Em seguida, as tiras foram transferidas para placas de Petri
esterilizadas e distribuidas de maneira que ficassem cerca de meio
centimetro distanciadas entre si. Foi adicionada solucdo de KNO3, pH=6,
0,001 M, em quantidade suficiente para deixar as tiras de meio de cultura
com micélio fungico submergidas. O conjunto foi distribuido em prateleiras
e submetido a iluminacao constante, fornecida por lAmpadas fluorescentes
(General Eletric, 40 Watts, luz do dia), a cerca de 40 cm de altura (2000
lux), por um periodo de dez dias. Para as determinacoes biométricas dos
esporangios, foram preparadas laminas para microscopia coletando-se um
pouco da massa micelial contendo esporangios e/ou clamidésporos em
lactofenol. As medidas foram feitas em 50 unidades de cada um dos tipos
de esporos.

Para determinar o grupo de compatibilidade, as culturas foram pareadas
individualmente com os tipos padroes A1 (Phytophthora capsici Leonian) e
A2 (Phytophthora palmivora (Butler) Butler), do cacaueiro, da colecao da
CEPLAC, lInéus-BA, em meio CA, no escuro a 25 °C. Avaliou-se a
formacao de odsporos a partir do sexto dia de incubacao.

Foram testados os efeitos de diferentes temperaturas (8, 12, 16, 20, 24,
28, 32, 35°C ou 36 °C) e de trés meios de cultura (BDA, CA e V8-agar)
sobre o crescimento micelial dos isolados de Phytophthora sp. O
crescimento radial de col6nias de cada isolado foi medido diariamente por
sete dias ou até atingir a borda da placa.

O teste de patogenicidade foi realizado em mudas de acacia-negra com dez
meses de idade, conforme segue: na inoculagao retirou-se do caule um
disco de casca de 7 mm de didmetro, a uma altura de 5 cm do solo e, em
seguida, colocou-se um disco de 7 mm de didmetro de meio BDA, contendo
micélio do patédgeno, que tinha sido previamente incubado no escuro a
temperatura de 24 °C, por sete dias. O local foi envolto com fita adesiva.
Foram inoculadas dez plantas para cada isolado. A testemunha consistiu em
se colocar um disco de BDA sem o patégeno. A avaliacao foi realizada apés
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60 dias de incubacao, determinando-se o tamanho da lesédo e a presenca de
exsudacao de goma. Os fragmentos dos tecidos de casca obtidos a partir
das margens das lesdes foram usados para o reisolamento do patégeno.

Exp. 2. Especificidade de sintomas de gomose de
Phytophthora nas plantacdes de acacia-negra.

Os sintomas da gomose de Phytophthora ocorrem principalmente na
regido basal dos troncos das arvores. No entanto, tém-se observado lesdes
nao exsudativas ocorrendo de forma generalizada nas por¢cdes superiores
do tronco. Objetivando-se elucidar a associacao de Phytophthora spp. a
esses quadros sintomatoldgicos, procederam-se amostragens no Municipio
de Piratini, RS, em dez arvores/plantacédo. As amostras, fragmentos de
casca de troncos de arvores com sintomas, foram coletadas nas seguintes
alturas: colo, 2, 4, 6, 8 e 10 m, procedendo-se em seguida os isolamentos
segundo Santos (2001).

Exp. 3. Caracterizacdo molecular de isolados de
Phytophthora

Para extracao do DNA, a massa micelial de cada um dos isolados foi
produzida em placas de Petri contendo o meio liquido de batata-dextrose. O
DNA gendémico de cada isolado foi extraido a partir de aproximadamente
250 mg de massa micelial, utilizando-se o método do SDS com algumas
modificacdes: o micélio foi macerado em cadinho de porcelana em contato
com N, liquido. Em seguida, o macerado foi colocado em um tubo pléstico
de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 700 mL de tampao de lise constituido
por Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, EDTA 25 mM, dodecil sulfato de sédio 1 %,
NaCl 250 mM e 2-mercaptoetanol 1 %. O macerado foi misturado ao
tampao de lise e os tubos mantidos em banho-maria (70 °C) por uma hora,
sendo agitados a cada 10 min. Apds a incubacao, foi realizada a
desproteinizacao, adicionando-se 600 ml de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1 v/v). Em seguida, as amostras foram agitadas por suaves inversoes,
por 10 min, e centrifugadas a 4 °C, a 18.845 g, por 10 min. O
sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos de 1,5 mL limpos
e o processo de desproteinizacao foi repetido. Para a precipitacao do DNA,
foi adicionado ao sobrenadante final 1/10 do seu volume de acetato de
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sédio 3M, pH 5,2 e 2/3 de isopropanol gelado. Os tubos foram mantidos a -
20 °C por duas horas e, a seguir, centrifugados como anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol
70 % (v/v) e seco a temperatura ambiente. Posteriomente, os acidos
nucléicos totais foram ressuspendidos em 150 ml de dgua contendo RNAse
na concentracao de 40 mg/mL e colocados em banho-maria a 37 °C para a
completa ressuspensao. Apds esse periodo, o DNA foi novamente
precipitado, centrifugado e ressuspendido em 100 ml de agua, como ja
descrito.

A quantidade do DNA foi estimada por espectrofotometriaa 260 nm e a
relacdo A, /A, foi utilizada para avaliar a pureza do DNA. Bandas de
DNA gendmico total separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
foram usadas como indicadoras da integridade do DNA extraido. Apds esse
processo, as amostras de DNA foram diluidas para 10 ng/ml.

Os primers ITS1 e ITS4 descritos por White et al. (1990) foram usados na
amplificacao do fragmento de rDNA incluindo ITS 1, o gene 5,8 S do DNA
ribossomal e ITS2 através da reacado de cadeia de polimerase (PCR). As
amplificacoes de PCR foram realizadas em reacédo a 25-ml contendo 30 ng
de DNA, 1X PCR tampéo (Invitrogen), 1.5 mM MgCIl, (Invitrogen), 200 mM
de dATP, dCTP, dGTP, and dTTP (Promega), 40 pmol de cada primer, e
2.0 U de Taq polimerase (Invitrogen). O programa de PCR consistiu de uma
desnaturacao inicial de 5 min a 95 °C, seguida de 35 ciclos de 1 min a 94
°C,2minab5 °C,e3 mina72 °C, comuma finalde 5 mina 72 °C em
termociclador MJ Research PTC-200. Aliquotas de 5 ml foram separadas
em gel de agarose a 1 % (peso/vol) em tampao 1X TAE (40 mM Tris, 20
mM &cido acético, T mMMEDTA [pH 8]), corado com ethidium bromide e
fotografados por UV.

Antes do seqlienciamento, os produtos de PCR foram purificados com um
kit QlAquick PCR (QIAGEN), de acordo com as especificacdes do
fabricante. Cada isolado foi seqlienciado usando os primers ITS1 e ITS4. O
seqlienciamento da regido de rDNA incluindo os espacos ITS1, ITS2 e 5.8S
rDNA foi feito em seqlienciador automatico de DNA com terminais
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florescentes usando um prisma sequenciador ABI 377.

Para andlise filogenética, obteve-se através do GenBank as seqUéncias de
Phytophthora nicotianae Breda de Haan 911 (A1) (AY208131), P.
nicotianae UQ848 (AF266776), P. palmivora UQ1294 (AF266780), P.
capsici 21170 (AY251662), P. citrophthora IMI209255 (L76536) e P.
boehmeriae KACC40173 (AF228076) que foram incluidas na arvore
filogenética para efeito de comparacao. A andlise de BLASTN usando o
programa CLUSTAL W 1.81 (THOMPSON et al., 1994) foi aplicada e as
distancias de Pairwise foram estimadas com um modelo de diferencas
numeéricas usando o Mega2 (KUMAR et al., 2001). A interpretacao das
interferéncias filogenéticas foi feita pelo método do vizinho mais préximo
(SAITOU; NEI, 1987). Os locais que apresentavam falhas ndo foram
considerados nas interferéncias filogenéticas.

Parte Il. Quantificacdo de perdas e analise temporal da
acacia-negra

Exp. 1. Analise temporal da gomose da acacia-negra
Este experimento foi conduzido em plantio comercial de acécia-negra, em
Encruzilhada do Sul, RS. As mudas foram produzidas em laminados, com
sementes sem controle de qualidade. Utilizou-se o espacamento de 1,5 m x
3 m. No sulco foi usada a adubacao 5-30-15, base de 50 g/planta. Aos seis
meses apds o plantio, procedeu-se a amontoa do solo em torno das plantas.
Quando o plantio atingiu trés anos de idade, foi colocado gado nas areas
para pastoreio de gramineas de campo natural (sistema agrosilvipastoril).

Nessas areas, o progresso da gomose da acéacia-negra (incidéncia de
plantas sintomaticas) foi monitorado visualmente em blocos de 1.500
arvores avaliadas. Os dados disponiveis para anélise consistiram de mapas
de distribuicdo de plantas afetadas, onde foi registrada a posicao da arvore
afetada.

A avaliacdo da incidéncia da doenca consistiu na contagem das arvores
com gomose, a partir do terceiro més de plantio. No primeiro ano,
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procederam-se avaliacOes aos trés e seis meses de idade e depois a
intervalos anuais. Durante a avaliacao foram registrados os tipos de lesoes
que ocorrem nas arvores, conforme caracterizacao feita por Santos et al.
(1998). A avaliacao foi realizada até o oitavo ano apés o plantio, quando foi
efetuado o corte das arvores.

Para a andlise temporal da gomose, demarcaram-se duas areas: - A1
(pastagem anteriormente) e A2 (histérico de plantio de acacia-negra) - cada
uma com trés parcelas de 500 plantas, contiguas a outros povoamentos de
acdcia-negra. Do plantio ao corte, realizaram-se nove avaliagoes/parcela,
obtendo-se incidéncias de: plantas com gomose (Pg); plantas mortas por
gomose (Mg); gomose total (Gt) = Pg + Mg; e plantas mortas por outras
causas (Mo).

Exp. 2. Quantificacdo de perdas da gomose da acacia-
negra

Foram utilizadas seis areas ja demarcadas (500 arvores/area), em plantio
comercial no Municipio de Encruzilhada do Sul, RS. Nessas éareas, o
progresso da gomose da acacia-negra (incidéncia de plantas sintomaticas)
foi monitorado. Os dados disponiveis para andlise consistiram de mapas de
distribuicdo de plantas afetadas, onde foram registradas as posicoes das
arvores afetadas.

A avaliacao da producao foi realizada no oitavo ano apds o plantio, quando
foram efetuados o corte das arvores e a quantificacao dos danos
provocados pela gomose: perdas de casca e de madeira. Em cada area
foram selecionadas e abatidas duas arvores em cada classe de doenca,
conforme segue: 1 (auséncia de sintomas); 2 (lesdo tipo GCTem 1 a5 %
do tronco); 3 (leséo tipo GCT em 5 % a 25 % do tronco); e 4 (lesao tipo
GCT em 25 % a 50 % do tronco). Foi determinada a altura comercial das
arvores (até 4,5 cm de didmetro, com casca comercial), o didametro da
base, o didmetro altura do peito (DAP), o didmetro do topo do ultimo torete
com lesdo na casca.

Apds o corte das arvores, as cascas com sintomas (ndo aproveitadas
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comercialmente) foram separadas das cascas sem sintomas e pesadas
separadamente.

Parte lll. Desenvolvimento de estratégia de controle

1. Avaliacdo de procedéncias de acacia-negra quanto a
resisténcia a Phytophthora

Neste trabalho, acessos de acacia negra foram avaliados quanto a
resisténcia a P. nicotianae sob infeccao natural e inoculacéao artificial.

Exp. 1. Infeccado natural. Neste projeto, desenvolveu-se um método para a
quantificacao da severidade da gomose em campo. Em levantamentos de
campo, verificou-se que a maior freqiiéncia das lesGes ocorrem no tronco,
no segmento que se estende da regiao do colo até 1,5 m de altura. Por
essa razao, essa porcao foi estabelecida como area a ser avaliada.

O experimento constou de um teste de procedéncias em area com
incidéncia de gomose. Procedeu-se a avaliacdo de cada arvore, colocando
duas hastes graduadas no tronco, uma de cada lado, de maneira que fosse
possivel dividi-lo em trés segmentos: a) segmento basal — correspondendo
ao segmento que se estende do colo (nivel do solo) até 0,50 m de altura; b)
segmento mediano — correspondendo ao segmento de 0,51 ma 1,00 m de
altura; c) e segmento superior — correspondendo ao segmento de 1,01 a
1,50 m de altura.

A severidade de ataque da gomose foi quantificada através do uso de uma
chave descritiva (Tabela 1). Em cada lado do tronco foi verificado o tipo de
lesdo predominante: M =Mosqueado; GT =Gomose no tronco;

GC =Gomose no colo; e GCT =Gomose no colo e no tronco. A
quantificacdo da doenca foi feita através de notas, variando de O a 6.
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Tabela 1. Chave descritiva da severidade da gomose da acéacia-negra.

Tipo de lesdo
M Lesdao escura, formato irregular, contrastando
com a area verde do tronco, sem exsudacao de
goma e localizada acima do colo

GT Lesao tipo M, com exsudacao de goma
GC Lesao escura, formato irregular, com exsudacao
ou nao de goma, limitada a regido do colo
GCT Lesado tipo GC, iniciando na regido do colo e se
estendendo verticalmente no tronco
Nota Severidade da doenca
0 Auséncia de sintomas
1 Lesdes tipo M, GT ou GC, isoladas e
abrangendo menos de 1 % da &rea da secdo do
tronco
2 Lesdes tipo M, GT ou GC, isoladas ou

coalescentes e abrangendo mais de 1 % e
menos de 5 % da area da secdo do tronco

3 Lesdes tipo GT ou GCT, isoladas ou
coalescentes e abrangendo mais de 5 % e
menos de 25 % da &rea da secdo do tronco

4 Lesdes tipo GT ou GCT, coalescentes e
abrangendo mais de 25 % e menos de 50 % da
area da secdo do tronco

5 Lesdes tipo GT ou GCT, coalescentes e
abrangendo mais de 50 % e menos de 75 % da
area

6 Lesdes tipo GT ou GCT, coalescentes e
abrangendo mais de 75 % da éarea da secédo do
tronco

Para atenuar os erros subjetivos na avaliacao da severidade, foi mantida a
mesma equipe de avaliadores. A severidade foi expressa em termos de
nota média por individuo na parcela, determinada pelo somatério das notas
de todos os individuos de uma parcela, dividido pelo nimero de individuos
desta parcela.

Exp. 2. Inoculacao artificial de P. nicotianae.
Este experimento foi conduzido em campo, em Ponta Grossa, PR, onde se
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encontra estabelecida uma colecao de procedéncias de acacia-negra
oriundas da Australia, em plantas com idade de 12 meses.

O cultivo de P. nicotianae e o método de inoculacdo usado foi: na
inoculacao retirou-se do caule um disco de casca de 7 mm de didmetro, a
uma altura de 20 cm do solo e, em seguida, colocou-se um disco de 7 mm
de didmetro de meio BDA contendo micélio do patégeno, que tinha sido
previamente incubado no escuro a temperatura de 24 °C, por sete dias. O
local foi envolto com fita adesiva. Foram inoculadas dez plantas para cada
isolado. A testemunha consistiu em se colocar um disco de BDA sem o
patdgeno. A avaliacao foi realizada apés 120 dias pds-inoculacao,
determinando-se o tamanho da lesao e a presenca de exsudacao de goma.
Os fragmentos dos tecidos de casca obtidos a partir das margens das
lesdes foram usados para o reisolamento do patégeno.

Resultados e Discussao

Parte l. Identificacdo das espécies de Phytophthora

Exp. 1. Caracterizacao morfofisiologica e molecular dos
isolados de Phytophthora

As caracteristicas dos isolados de P. nicotianae e P. boehmeriae
caracterizados neste trabalho encontram-se a seguir:

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (1896). Os isolados de P.
nicotianae da acacia-negra apresentaram o maior crescimento micelial em
meio cenoura-agar (CA) entre 24°C e 32 °C e nenhum crescimento a 36
°C. As culturas em meio CA foram petaldides, apresentando esporangios
papilados, persistentes, predominantemente ovéides, clamidésporos
terminais ou intercalares, e odsporos apleréticos de paredes lisas formados
heterotdlicamente, sendo os anteridios anfigenos (Figura 2). Todos os
isolados foram patogénicos a acécia-negra. Baseado nas sequiéncias
parciais de ITS1 e ITS2, e no gene 5.8S do DNA ribossomal, os isolados
apresentaram 100 % de seqiéncias idénticas entre si e com os isolados do
GenBank 911 (A1), 6134(A2) e UQ848 de P. nicotianae.
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Phytophthora boehmeriae Sawada (1927). Os isolados de P. boehmeriae da
acdacia-negra nao apresentaram crescimento micelial a 32 °C. As culturas
foram petaldides, apresentando esporangios ovéides, papilados e caducos,
com presenca de clamiddésporos terminais e intercalares. Os isolados foram
homotalicos, produzindo odésporos pleuréticos de paredes lisas, sendo os
anteridios anfigenos. Todos os isolados foram patogénicos a acacia-negra.
Baseado nas seqliéncias parciais de ITS1 e ITS2, e no gene 5.8S do DNA
ribossomal, os isolados de P. boehmeriae apresentaram 97 % de
seqUéncias idénticas com o isolado do GenBank KACC40173 de P.
bohemeriae.

Embora a gomose de Phytophthora seja uma doenca que ja ocorra nas
plantacOes brasileiras de acécia-negra ha mais de quarenta anos
(GOULART, 1959), até recentemente, desconhecia-se a sua etiologia. Ha
relatos associando a gomose com problemas fisiolégicos (GOULART, 1959)
e fisiogénicos (SCHUCH, 1975; SCHUCH e PEDERZOLLI, 1975). Santos et
al. (1998) associaram os sintomas M, GC, GT e GCT de gomose com
Phytophthora spp. A patogenicidade foi confirmada em arvores inoculadas
com isolados de Phytophthora spp. obtidas destas lesdes, reproduzindo
sintomas similares com exsudacao ou nao de goma.

Neste trabalho, a gomose de Phytophthora foi encontrada em todos os
plantios dos municipios galichos amostrados. No levantamento evidenciou-
se a predominancia de P. nicotianae em 100 % das amostras de todos os
municipios, enquanto que, P. boehmeriae ocorreu em 10 % dos
isolamentos, encontrada apenas em plantios localizados nos municipios de
Piratini, Cristal e Cerro Grande do Sul (Tabela 2). Esses resultados
evidenciam que P. nicotianae é o principal agente da gomose da acacia-
negra no Brasil. Este constitui-se no primeiro relato da ocorréncia de P.
bohemeriae no Brasil e, em acacia-negra, na América do Sul (SANTOS e
LUZ, 2003; SANTOS e LUZ, 2004; SANTOS e LUZ, 2005).
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Tabela 2. Levantamento da gomose da acéacia-negra no Rio Grande do Sul.

Municipios Numero de Altitude

plantacdes

amostradas
Triunfo 04
Montenegro 01
E. do Sul 04
Piratini 05
Cangucu 02
Cristal 01
Cerro G. do 04

Sul

Ivoti 01
Sapiranga 01

(m)

75
80
85
51
79
243
246

241
296
305
291
290
265
223
136
64
81
82

80
216

97

92
269

Idade
dos

plantios amostras

(anos)
5
2,4
5
3,6
1,5
3,8
2,7

5,6
1,9
2,8
2,8
2,8
2,8
4,8
2,8
1,6
5,8
5

4

2,7

4,7
2
5

'Pn — Phytophthora nicotianae e Pb — P. boehmeriae

Nuamero
de

14

WolTwo N

Espécies de
Phytophthora’

Pn
Pn
Pn
Pn
Pn
Pn

Pn
Pn
Pn
Pn/Pb
Pn
Pn
Pn
Pn
Pn
Pn
Pn/Pb
Pn

Pn
Pn/Pb
Pn
Pn
Pn

Exp. 2. Especificidade de sintomas de gomose de
Phytophthora nas plantacdes de acacia-negra.
Nos isolamentos, constatou-se que nas amostras da regidao basal houve

predominancia de P. nicotianae e, nas regioes superiores do tronco,

encontrou-se apenas P. boehmeriae. Todos os isolados de Phytophthora

foram patogénicos a acacia-negra.

Pode-se afirmar a existéncia de dois padrdes de gomose nas plantacdes
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brasileiras de acacia-negra: 1) gomose basal, associada a P. nicotianae e 2)
gomose generalizada, associada a P. boehmeriae. O padrao 1 ocorre na
maioria das plantacdes, nao estd associado a surtos e as lesdes localizam-
se principalmente no colo da planta, ou até no maximo 2 m de altura. O
padrao 2 ocorre em surtos, em anos chuvosos, associados a ventos fortes,
tem abrangéncia menor do que a gomose basal e as lesdes distribuem-se
generalizadamente ao longo do tronco até a altura de 10 m. Todos os
isolados de Phytophthora foram patogénicos a acacia-negra.

Parte Il. Quantificacdo de perdas e analise temporal da
gomose da acacia-negra

Exp. 1. Analise temporal da gomose da acacia-negra

Os componentes epidemiolégicos avaliados (meses de inicio e de incidéncia
maéaxima, incidéncias inicial e maxima e area abaixo da curva de progresso-
AACP) foram similares para as quatro estimativas nas duas areas (Tabela
3). Tanto Mo quanto Mg cresceram exponencialmente e as mortes
comecaram a partir do més 34 (Figura 1 e 2). Valores médios de AACP e
de incidéncia maxima associados a Mo (7,40 e 0,34, respectivamente)
foram superiores a Mg (3,10 e 0,20, respectivamente). Deve-se esclarecer
a morte por outras causas (biética(s) provavelmente) para haver reducao de
perdas.
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Tabela 3. Componentes epidemiolégicos da gomose de Phytophthora e de morte

por outras causas em acacia negra em duas areas de plantio em Encruzilhada do

Sul, RS, 1995 a 2002.

Componente
Inicio de ocorréncia
(més)

Incidéncia maxima
(més)

Incidéncia maxima
(proporgao)

“Salto” na incidéncia
(més)

AACPD (incidéncia x
més)

Yo

lg

Doenca
Gomose total

Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total

Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total

Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total

Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total

Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total
Morte por gomose
Morte por outras causas

Gomose total
Morte por gomose
Morte por outras causas

‘Estimadas com o modelo de Gompertz

Area 1
10

34
10

82

82
82

0,44

0,23
0,38

34

70
70

15,8

3,7
7.7

0,014
3x10%
3x10°%

0,021
0,030
0,036

Area 2
10

34
4

82

82
82

0,45

0,16
0,31

34

70
70
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Figura 1. Progresso da incidéncia de plantas de acéacia negra mortas: A) por outras

causas que ndo a gomose; B) pela gomose. (Barras indicam o erro padrdo da média).

~ Incidéncia (%)

100

Figura 2. Progresso da gomose em acéacia negra, avaliado pela incidéncia de plantas

vivas doentes e de plantas mortas pela doenca. (Barras indicam o erro padrao da
média).

Exp. 2. Quantificacdao de perdas da gomose da acacia-
negra

Os dados mostraram decréscimos de producao de casca e madeira por
arvore atingindo valores até 3,5 % e 0,5 %, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Perdas (%) de casca e madeira causadas pela gomose de Phytophthora em
acéacia negra (Classes de gomose — 1 (auséncia de sintomas) a 4 (lesdo atingindo area
de 25 % a 50 %).

Parte lll. Desenvolvimento de estratégia de controle

1. Avaliacao de procedéncias de acacia-negra quanto a
resisténcia a Phytophthora

Os métodos utilizados mostraram-se satisfatdrios para os estudos de
resisténcia, no entanto, as avaliacbes de gomose por infeccao natural sao
dificeis de quantificar por causa da distribuicao irregular da doenca dentro
de uma plantacao.

Nos dois experimentos, tanto por infeccao natural (Figura 4) quanto por
inoculacao artificial (Figura 5), ocorreram variacoes entre as procedéncias
quanto a resisténcia a gomose, 0 que aponta para a selecao de genétipos
resistentes a Phytophthora. Na infeccao natural, os sintomas mais
acentuados ocorreram no segmento basal, enquanto que na inoculacao
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artificial ocorreram variacoes no tamanho da lesdo entre as procedéncias,
sendo a casca mais adequada para selecao dos gendtipos (Figura 5). As
procedéncias com as maiores notas podem ser classificadas como as mais
suscetiveis. Este trabalho é um indicativo de que é possivel encontrar
material genético resistente a Phytophthora spp. proveniente da Australia,
o centro de origem do hospedeiro.
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Figura 4. Severidade da gomose (area lesionada) nos segmentos basal, mediano e superior
dos troncos de arvores de acdcia-negra, sob infeccdo natural (barras da mesma cor ndo

diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knot).
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Figura 5. Tamanho da lesdo da gomose em caule (lenho e casca) de arvores de
procedéncias de acéacia-negra, inoculados artificialmente com Phytophthora

nicotianae.
Conclusodes
As principais conclusdes foram:

- Phytophthora nicotianae Breda de Haan (1896) e P. boehmeriae Sawada
(1927) sdo os agentes causais da gomose da acacia-negra no Brasil;

- Este projeto originou o primeiro relato da ocorréncia de P. bohemeriae no

Brasil e, em acéacia-negra, na América do Sul;

A gomose de Phytophthora foi encontrada em todos os plantios de acécia-

negra. No levantamento evidenciou-se a predominéncia de P. nicotianae,

mostrando que este patégeno é o principal agente da gomose da acécia-

negra no Brasil.

Avaliacées em plantios comerciais em idade de corte (8 anos) apresenta-
ram até 48 % de individuos atacados;
Constatou-se a existéncia de dois padroes de gomose nas plantacoes: 1)
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gomose basal (lesbes do colo até 2 m de altura do tronco), associada a P.
nicotianae; e 2) gomose generalizada (lesbes atingem até a altura de 10
m), associada a P. boehmeriae;;

- Tanto plantas mortas por outras causas quanto plantas mortas por gomose
cresceram exponencialmente, e as mortes comecaram a partir do més 34;

- Os dados mostraram perdas de producédo de até 3,5 % para casca e até
0,5 % para madeira nas arvore com gomose;

- Tanto por infeccao natural quanto por inoculacéao artificial, ocorreram
variacdes entre as procedéncias quanto a resisténcia a gomose, o que
aponta para a selecao de gendtipos resistentes a Phytophthora;

- Com base nas respostas de procedéncias, existe um indicativo de que é
possivel encontrar material genético resistente a Phytophthora spp,
proveniente da Austrélia, o centro de origem do hospedeiro.
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