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Resumo: O paricd (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby) é uma
espécie de potencial madeireiro e alternativa para reflorestamento de recuperacdo de dareas
degradadas. Sua ocorréncia é restrita a Bacia Amazobnica, no Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil,
ocorre em mata primadria e secunddria de terra-firme e vdrzea alta. Muitos fungos tém sido relatados
causando doencas nesta cultura. Em amostras de madeira provenientes de plantios do municipio de
Vigia-PA observou-se a presenca de manchas escurecidas associadas a fungos. Assim, o trabalho teve
como objetivo identificar os fungos associados ao escurecimento da madeira de parica por meio de
PCR, seguido do sequenciamento do DNA. Para isso, amostras de tecido doente de parica foram
plagueados em 3agar-agua. Posteriormente, os fungos foram repicados para meio BDA e mantidos a
temperatura ambiente. Foi realizada a extracdo de DNA para a realizacdao do PCR utilizando os
primers ITS4 e ITS5 e posteriormente o sequenciamento nucleotidico. Os produtos do PCR foram
avaliados utilizando o programa Blastn, onde foi permitido apenas a identificacdo dos géneros dos
fungos Lasiodiplodia sp., Fusarium sp., Trichoderma sp. e Rhizoctonia sp. Outros dois fungos nao

foram identificados.

Palavras-chave: Schizolobium parahyba var. amazonicum, ITS, identificacdo.
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Introdugdo

O parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby) é uma arvore
caducifdlia da familia Fabaceae de potencial madeireiro na Regido Amazobnica, sendo uma espécie
alternativa para reflorestamento de recuperacao de areas degradadas. Tem sua ocorréncia restrita a
Bacia Amazobnica, no Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil, ocorre em mata primaria e secunddria de
terra-firme e varzea alta. Tem como caracteristica rdpido crescimento e pode alcancar 20 a 30 m de
altura e diametro de até 1,2 m (ROSSI et al., 2001). Sua madeira é utilizada na fabricacdo de

compensados, celulose e laminados.

Trindade et al. (1999) relataram a primeira ocorréncia do fungo Phyllachora schizolobiicola ssp.
schizolobiicola, que causa lesdes nos foliolos produzidas por um tipo de crosta de cor escura, com
didmetro variando de 1 a 2 mm. Tremacoldi et al. (2009) em um estudo feito com os fungos
Lasiodiplodia theobromae e Pestalotiopsis sp. associados a outros fungos como Fusarium oxysporum,

Alternaria sp. e Basidiomycetes, verificaram que L. theobromae provocou cancro.

Em 2015, a clinica de fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental recebeu amostras de
madeira de parica com manchas escurecidas provenientes plantios do municipio de Vigia-PA. Deste
modo, este trabalho teve como objetivo identificar os fungos associados ao escurecimento da

madeira de parica por meio de PCR, seguido do sequenciamento do DNA.

Material e Métodos

Inicialmente foi realizado o isolamento de fungos de amostras de madeira de parica escurecida.
Para isso, foi realizada a assepsia dos tecidos doentes utilizando alcool 70% e hipoclorito a 20%,
seguido do seu plaguamento em meio agar-agua. Apods dois dias de incubacdo, os fungos foram

repicados para meio BDA (Batata Dextrose Agar) e as placas mantidas em temperatura ambiente.

Dez dias apds o isolamento, foram feitas as extracdes do DNA de 6 isolados fungicos utilizando
o protocolo de Gibbs e Makenzie (1997). Para a realizacao do PCR utilizou-se os pares de primers ITS4

e ITS5 (WHITE et al., 1990). Para isso, foram utilizados 2l do DNA, 5uL do tampao de reagdo 5X, 3 pL
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de MgCl, (25 mM), 0,5uL de dNTP (10mM), 0,15uL da Tag DNA Polimerase, 0,25uL dos primers (ITS4
e ITS5) e 13,85uL de agua ultra-pura. O ciclo utilizado para o par de primers consistiu de
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 30 s, 52 °C por 30s e 72 °C por

30s, com uma extensdo final de 5 min a 72 °C.

Os produtos do PCR foram avaliados em gel de agarose a 1,0% corado com GelRed.
Posteriormente, foi realizada a limpeza dos produtos do PCR utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-UP System (Promega), seguida da quantificacdo de DNA. Os produtos do PCR da regido ITS
foram sequenciados pela empresa Myleus Biotecnologia (Belo Horizonte — MG). As sequéncias foram

avaliadas utilizando o programa Blastn.

Resultados e Discussao

A partir dos isolados fungicos foram amplificados fragmentos de DNA de cerca de 450 pb
utilizando o par de primers ITS4 e ITS5. As sequéncias obtidas a partir dos isolados permitiram apenas
a identificacdo dos géneros de fungos associados as amostras de madeira de paricad apresentando
escurecimento. Outras regides do DNA estdo sendo sequenciadas para permitir a identificacdao das
espécies fungicas de acordo com o género identificado. A partir da avaliacdo das sequencias obtidas
no programa Blastn foi possivel a identificacdo de 4 isolados fungicos, os mesmos pertenciam aos
géneros Lasiodiplodia sp., Fusarium sp., Trichoderma sp. e Rhizoctonias sp. Nao foi possivel a
identificacdo do género de dois isolados via seqlienciamento da regido ITS. Serdao sequenciadas e

analisadas outras regides do DNA dos isolados fungicos para identificacao das suas espécies.

Conclusoes

As amostras da madeira de paricd provenientes de plantios do municipio de Vigia-PA
permitiram apenas a identificacdo dos géneros dos fungos Lasiodiplodia sp., Fusarium sp.,

Trichoderma sp. e Rhizoctonia sp. Outros dois fungos ndo foram identificados.
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