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2 Bolsista PIBIC/COPES

Avaliacao do potencial de degradacao de
fungos causadores de podridao branca

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial degradador in vitro de fungos causadores de podridédo
branca em serragem de clones de eucalipto. As espécies fungicas de podridao branca utilizadas nos
testes in vitro foram: Pycnoporus sanguineus, Phellinus gilvus e Schizophyllum commune. O experi-
mento foi realizado em arranjo fatorial 3 x 3, disposto em delineamento inteiramente casualizado. Os
pardmetros analisados foram: didmetro do crescimento micelial (cm), velocidade de crescimento (cm
dia’l), densidade micelial dos isolados flingicos e perda de massa da serragem (%). Os isolados Phelli-
nus gilvus e Pycnoporus sanguineus apresentaram maior velocidade de crescimento e resultaram em
maior perda de massa da serragem em relacdo ao Schizophyllum commune. Pycnoporus sanguineus
apresentou maior adensamento micelial que os demais isolados em todos os clones testados. Dentre
os clones testados, o 2361 foi o que resultou em menor velocidade de crescimento dos isolados fun-
gicos e menor perda de massa da serragem, mas favoreceu a formag&o de micélio mediamente a forte-
mente adensado em todos os isolados fungicos. Dos isolados testados, Pycnoporus sanguineus e Phe-
llinus gilvus foram os mais eficientes na degradagéo in vitro da serragem de eucalipto.

Palavras-chave: biodegradag&o, basidiomicetos, eucalipto

Evaluating the degradation potential of white-
rot fungi

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the in vitro degrading potential of white-rot fungi in
sawdust of eucalyptus clones. The white-rot fungi species tested were: Pycnoporus sanguineus, Phe-
llinus gilvus and Schizophyllum commune. The experiment was carried out in factorial arrangement
3 x 3, displayed in a completed randomized design. The analysed parameters were: diameter of the
mycelial growth (cm), speed of growth (cm day), mycelial density of the fungal isolate and loss of
sawdust mass (%). The isolated Pycnoporus sanguineus and Phellinus gilvus presented higher speed
growth and resulted in higher loss of sawdust mass when compared to Schizophyllum commune.
Pycnoporus sanguineus presented the highest mycelial density in all clones tested. Clone 2361 resul-
ted in the smallest fungal isolate growth and smaller loss of sawdust mass, but it favored the forma-
tion of moderately and highly dense mycelial in all isolates. The most efficient in in vitro degradation
of eucalyptus sawdust was achieved with Pycnoporus sanguineus and Phellinus gilvus.

Key words: Biodegradation, basidiomycetes, eucalyptus
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INTRODUCAO

As pesquisas relacionadas a utilizagdo de fungos causa-
dores de podriddo branca tém aumentado a atengdo nos Ulti-
mos anos devido ao reconhecimento da sua importancia em
diferentes areas da ciéncia como, por exemplo, na biodegra-
dacdo de compostos xenobidticos (Rabinovich et al., 2004;
Tortella et al. 2005; Patel et al., 2009) e decomposi¢do de resi-
duos madeireiros (Yadav et al., 2002; Luna et al., 2004; Fer-
nandes et al., 2005; Alfenas et al., 2007; Van Heerden et al.,
2008).

Na industria de papel e celulose, apds o corte da madeira,
sdo deixados no campo tocos que dificultam o preparo do solo
e a mecanizacdo da cultura. Estes tocos remanescentes nor-
malmente sdo retirados mecanicamente, 0 que aumenta o custo
de producdo e favorece a compactacdo do solo devido ao
fluxo de maquinas pesadas sobre terreno. Uma forma alterna-
tiva de reduzir esses efeitos negativos sobre a producdo de
eucalipto seria a destoca bioldgica, utilizando microrganismos
lignoceluloliticos, como os fungos causadores de podridao.

O processo de avaliacdo de microrganismos quanto ao
potencial biodegradador pode ser realizado com base, por
exemplo, no crescimento micelial (YYadav et al., 2002), densi-
dade micelial ou vigor micelial (Abreu et al., 2007), perda de
massa (Fernandes et al., 2005; Abreu et al., 2007), producéo
de biomassa (Paes et al., 2002) e atividade enzimatica (We-
senberg et al. 2003, Rabinovich et al., 2004; Tang & Zhong,
2004).

Neste trabalho avaliou-se, in vitro, o potencial biodegra-
dador de fungos de podridao branca em clones de eucalipto.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na Clinica Fitossa-
nitaria do Departamento de Engenharia Agronémica (DEA),
Universidade Federal de Sergipe, SE.

Obtencédo e manutencao dos isolados

Foram utilizadas trés espécies flngicas causadoras de
podriddo branca: Pycnoporus sanguineus (PS05/08), Phellinus
gilvus (PG20/08) e Schizophyllum commune (SC17/08), depo-
sitadas na micoteca do DEA/UFS e preservadas em 6leo mi-
neral em geladeira. Para uso, os isolados foram repicados para
placas de Petri contendo meio de cultura a base de batata-
dextrose-agua (BDA) e incubados a 27 + 2°C por sete dias.

Clones de eucalipto

A serragem de eucalipto utilizada foi dos clones 1249, 1277
e 2361, provenientes de discos de toras de sete anos apos 0
transplantio pertencente a empresa Bahia Pulp Ltda, localiza-
da no municipio de Entre Rios, BA. A granulometria média
das particulas da serragem foi de 42 mm.

Pardmetros avaliados

Os parametros analisados foram: diametro do crescimento
micelial (cm), velocidade de crescimento (cm dia-1), densida-
de micelial (escala subjetiva) e perda de massa (%). Para avali-
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acdo do crescimento micelial, a serragem foi umedecida a
70% e suplementada com 40% de farelo de trigo. Em se-
guida, foram acondicionados 20 gramas do substrato em
placas de Petri e autoclavados por 20 minutos a 120°C e
1 atm. Apds o resfriamento, foi realizada a transferéncia
de um disco do meio de cultura BDA colonizado pelo
micélio dos isolados PS05/08, PG20/08 e SC17/08. O dis-
co inoculante foi posicionado com a parte colonizada
voltada para o substrato a base de serragem. A incuba-
cdo foi realizada a temperatura 27 + 2°C, por 3 dias. Dia-
riamente, por quatro dias, foi mensurado o diametro de
cada coldnia, nos dois sentidos perpendiculares, até que
0 micélio de qualquer das coldnias atingisse a borda da
placa

O diametro do crescimento micelial (cm) e a velocida-
de de crescimento micelial foram determinados, apos a ino-
culacdo, pela diferenca diaria entre as medidas de diame-
tros consecutivos, até o sétimo dia. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés repe-
ticOes por isolado e por clone. Cada unidade experimen-
tal foi constituida por uma placa de Petri.

A densidade micelial foi avaliada por meio de escala sub-
jetiva onde: + micélio pouco adensado, presenga de hifas
espacadas e finas; ++ micélio mediamente adensado e +++
micélio fortemente adensado, e presenca de hifas espagadas
do tipo rizoides.

Em seguida, a serragem foi acondicionada em tubos de
ensaio de dimensdo de 20 cm (comprimento) x 2 cm (diame-
tro) que foram vedados com tampéo de algodéo e autoclava-
dos por 20 minutos a 120°C e 1 atm. Apds o resfriamento, a
serragem foi inoculada, em condig¢Bes assépticas, pela trans-
feréncia de um disco de meio de cultura BDA previamente
colonizado pelo micélio dos isolados e incubado & tempera-
tura 27 + 2°C, por 60 dias. Para determinacdo da perda de
massa, a serragem foi submetida a aclimatacéo por 72 horas a

Pm — Pi —_Pf
Pi

x100

temperatura de 50 £1°C e ap6s, foi determinado seu peso fi-
nal (Pf).

A perda de massa (Pm) foi calculada por meio da equagdo:
onde: Pm — perda de massa, em %;

Pi — peso inicial seco (antes da exposi¢do ao fungo), em
gramas e

Pf — peso final seco ( apds a exposi¢do ao fungo), em gramas.

Andlise estatistica

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial A (3) x B (3) (A = clones, B =
isolados). Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia para com-
paracdo das médias.

As interagdes entre didmetro x periodo de incubacéo e
velocidade de crescimento x perda de massa foram avaliadas
pelas analises de regressao e correlacdo de Pearson; e apli-
cado o Teste t a 1 e 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A velocidade média de crescimento micelial dos isolados
flngicos nos clones 1249, 1277 e 2361 foram, respectivamen-
te, 1,24, 1,08 e 0,96 cm dia-1 com diferenca significativa entre
os clones 1249 e 2361 (Figura 1 A).

Considerando a velocidade média de crescimento entre 0s
isolados testados, Pycnoporus sanguineus e Phellinus gilvus
apresentaram valores significativamente maior que o Schizo-
phyllum commune, respectivamente 1,28 e 1,16 cm dia-1 e 0,73
cm dia-1 (Figura 2B). O mesmo comportamento foi verificado
nos clones 1249 e 2361, enquanto que no clone 1277, o isola-
do P. sanguineus foi 0 que apresentou maior velocidade de
crescimento micelial (Tabela 1).

Segundo Stanier et al. (1969), o crescimento micelial esta
correlacionado com o periodo de incubacdo, sendo ajustado
pelo modelo de regresséo linear, tal como observado em to-
dos isolados e clones testados (Figura 2).

Por sua vez, Marino et al. (2006) afirmaram que a velocidade
de crescimento micelial é inversamente correlacionada com a
densidade micelial, como obtido no isolado Phellinus gilvus nos
clones 1249 e 1277, e em todos os isolados quando inoculados
no clone 2361. Ja o Pycnoporus sanguineus obteve junto com
P. gilvus maior velocidade de crescimento e micélio mediamen-
te (clones 1249 e 1277) a fortemente adensado no clone 2361.
Enquanto que o isolado Schizophyllum commune, que obteve
menor valor de velocidade de crescimento, entre os isolados
testados, apresentou crescimento micelial fracamente adensa-
do nos clones 1249 e 1277 (Tabelas 1 e 2).

A

1,3 7
1,2
1,1+
1,0
0,9
0,8
0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4
0,3 1
0,2
0,1
0,0

Velocidade (cm.dia™)

Clones

O Clone 1249 & Clone 1277 E Clone 2361

Tabela 1. Velocidade de crescimento micelial (cm dia™) dos isolados de fungos
causadores de podriddo branca em serragem de eucalipto

Table 1. Mycelial growth speed (cm day™®) of white-rot fungi isolate in eucalyptus

sawdust
Velocidade de crescimento micelial média (cm dial)
Isolados! Clones de eucalipto
1249 1277 2361
PS05/08 1,38 aA? 142aA 1,02 aB
PG20/08 1,19 aA 1,15bA 1,15 aA
SC17/08 0,80 bA 0,67 cA 0,71 bA

1 Isolados flingicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 -
Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune;

2 Comparagdes entre as médias, na mesma linha (letras mailisculas) e na mesma coluna (letras mintisculas)
seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Os fatores que influenciam na ocorréncia de diferentes
graus de adensamento de hifas sdo: composicdo quimica
do meio de cultivo (Marino et al., 2006), estabilidade gené-
tica do isolado (Li et al., 1994) e espécie de fungo (Stamets,
1993).

Stamets (1993) classificou o crescimento micelial em basi-
diomicetos em: cotonoso, estromatico ou rizomorfico. Os iso-
lados Phellinus gilvus e Schizophyllum commune apresenta-
ram crescimento micelial inicial cotonoso, que é caracterizado
pela presencga de micélio semelhante ao algoddo fracamente
adensado (Stanier et al., 1969), nos clones 1249 e 1277. Gri-
ffin (1994) citou que durante o periodo de incubagdo, normal-
mente, ocorre aumento da densidade micelial. Neste experi-
mento, os isolados P. gilvus e S. commune apresentaram
aumento da densidade micelial durante o periodo de incuba-

B
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0,3
0,2
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Velocidade (cm.dia™)

Isolados

[l PS05/08 EI PG20/08 E SC17/08

A - Clones de eucalipto: 1249, 1277 e 2361; B — Isolados flingicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 - Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune; Comparacées

entre as médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05)

Figura 1. Velocidade de crescimento micelial (cm dia) dos isolados de fungos causadores de podriddo branca em serragem de eucalipto

Figure 1. Mycelial growth speed (cm day™) of white-rot fungi isolate in eucalyptus sawdust

Rev. Bras. Ciénc. Agrar. Recife, v.5, n.2, p.225-231, 2010



228 G.A.daSilvaetal.

50 PS05/08 .
' y Clone 1249 = 1,57x + 0,21 R =0,86 ,a
4,5+ yClone 1277 = 1,78x + 0,04 R =0,75 . o
40 y Clone 2361 = 105x+O4OR —097 .
¥
35 1 LXK
530
e
2 2,57
(%
3 2,0
15 A
1,0
05 T %7
0,0 | | |
50 PG20/08
’ y Clone 1249 = 1,23x + 0,25 R = 0,93
45 1+ yClone 1277 = 1,14x+ 0,42 R", = 0,96 X
' y Clone 2361 = 1,19x + 0,24 R“ = 0,92 8

Diametro (cm)

SC17/08
5,0 -
a5 L y Clone 1249 = 0,81x + 0,46 R =0,95
' y Clone 1277 = 069x+048R =0,97
40 L y Clone 2361 = 0,73x + 0,39 R’ =0,92
35 4 .
5 30—+
(]
5 25—+
£
g 20+
1,5 +
1,0 +
0,5 ¥4 Clone 1249 o Clone 1277 x Clone 2361
0,0 | : |
0 1 2 3

Periodo de incubacao (dias)

* |solados flingicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 -
Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune; Clones de eucalipto: 1249, 1277 e 2361

Figura 2. Andlise de regressdo entre o didmetro (cm) e o periodo de incubagéo
(dias) dos isolados flingicos em serragem de eucalipto*

Figure 2. Regression analysis between diameter (cm) and period of incubation
(days) of fungi isolate in eucalyptus sawdust
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Tabela 2. Densidade micelial dos isolados de fungos causadores de podriddo
branca cultivados em serragem de eucalipto.

Table 2. Mycelial density of white-rot fungi isolate cultivated in eucalyptus
sawdust.

Densidade micelial (critério subjetivo)

Isolados* Clones de eucalipto
1249 1277 2361
PS05/08 + + +H+
PG20/08 i i +
SC17/08 + + ++

* |solados flngicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 -
Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune;

¢do, mas ndo atingiram o nivel de mediamente adensado, ex-
ceto quando cultivados no clone 2361 (Tabela 2).

Segundo Gutierrez et al. (1995), a formacéo de micélio for-
temente adensado pode ser resultado da liberacdo de subs-
tancias que estimulem o crescimento micelial. Estes autores
citam ainda que Pycnoporus cinnabarinus, também de podri-
dao branca, liberou polissacarideos durante a fase de cresci-
mento micelial e que estes compostos estariam relacionados
com aumento da densidade micelial e da adeséo das hifas ao
substrato, resultando em maior resisténcia do isolado a desi-
dratacdo e servindo como fonte de carbono (R-glucanas).
Esses fatores podem contribuir, em condi¢des de campo, a
biodegradacio da casca de eucalipto pelo isolado Pycnopo-
rus sanguineus utilizado neste experimento, tal como obser-
vado por Abreu et al. (2007) com isolados de Pycnoporus
cinnabarinus.

Desta forma, a ocorréncia de densidade micelial diferenci-
ada entre os isolados nos clones de eucalipto, provavelmen-
te deve-se ao efeito dos isolados e da composi¢do quimica
da serragem, tal como citado por Abreu et al. (2007) e Alves
et al. (2006). Os isolados podem apresentar sintese diferenci-
ada de enzimas oxidativas e, consequentemente, influenciar
na velocidade de crescimento e na densidade micelial (Stani-
er et al., 1969; Ferraz, 2004). Além disso, a madeira pode con-
ter compostos toxicos, tais como compostos derivados de
fendis, extrativos, que inibem o crescimento microbiano (Ohga,
2000; Paes & Vital, 2000; Paes et al., 2002) ou compostos
nutricionais essenciais que favorecem o crescimento micelial
(Stanier et al., 1969).

Considerando a perda de massa da serragem de eucalipto
colonizada pelos fungos causadores de podriddo branca,
observa-se que o valor médio foi de 2,50%, sendo que os
clones 1277 (2,89%) e 1249 (2,91%) apresentaram maior perda
de massa que o clone 2361 (1,72%) (Figura 3A).

Ja entre os isolados, 0o Pycnoporus sanguineus e Phelli-
nus gilvus resultaram, respectivamente, em 3,12 e 2,64% de
perda de massa da serragem dos clones de eucalipto, valores
significativamente maiores aos observados para Schizo-
phyllum commune (1,76%) (Figura 3B). O potencial degrada-
dor de Pycnoporus sanguineus e Phellinus gilvus ja havia sido
descrito por Capelari & Zadrazil (1997) em palha de trigo.
Abreu et al. (2007) também observaram que a inoculacdo de
discos de eucalipto com Pycnoporus cinnabarinus resultou
em maior perda de massa em comparacdo a Pleurotus ostrea-
tus e Schizophyllum commune.
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Perda de massa (%0)
N
o
L

Clones

O Clone 1249 & Clone 1277 E2 Clone 2361

Perda de massa (%0)
n
o

Isolados

1 PS05/08 E1 PG20/08 @ SC17/08

A - Clones de eucalipto: 1249, 1277 e 2361; B - Isolados fngicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 - Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune; Comparagdes

entre as médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05)

Figura 3. Perda de massa da serragem de eucalipto colonizada por isolados de fungos causadores de podridao branca

Figure 3. Weight loss of eucalyptus colonized by white-rot fungi isolate sawdust

Considerando a interacdo entre velocidade de crescimen-
to e perda de massa observou-se que apenas os isolados
Pycnoporus sanguineus no clone 1249 e Phellinus gilvus no
clone 1277, apresentaram correlagdo significativa entre estes
parametros (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de correlacéo entre velocidade média de crescimento (cm
dia-1) e perda de massa (%) da serragem de eucalipto inoculada com fungos
causadores de podrid&o branca.

Table 3. Correlation analysis between mycelial growth speed (cm.day-1) and
weight loss (%) in eucalyptus inoculated with white-rot fungi sawdust
Coeficiente de correlacdo de Pearson (r)

Isolados? Clones de eucalipto?
1249 1277 2361
PS05/08 +0,999 -0,413ns +0,577 ns
PG20/08 -0,822 ns +0,972* +0,924 ns
SC17/08 -0,189 ns + 0,866 ns +0,308 ns

1 Isolados flingicos de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 - Phellinus gilvus e
SC17/08 - Schizophyllum commune;

2* - significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,1); * - significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05); ns - ndo significativo (p >0,05)

A perda de massa dos clones de eucalipto quando inocu-
lados com os fungos causadores de podriddo branca ocorre
pela utilizac&o da celulose, hemicelulose e lighina como fon-
tes de energia para estes microrganismos (Ferraz, 2004). Para
tanto, estes microrganismos produzem enzimas oxidativas,
como a lacase que atuam na decomposicdo destes compos-
tos lignoceluliticos (Geng & Li, 2002). Estes autores relata-
ram que o fungo Pycnoporus cinnabarinus libera a enzima
lacase e que esta atua tanto nos compostos ndo-fendlicos

como fendlicos da lignina, decompondo-a mais rapidamente.
Esta enzima vem sendo relatada em diversas espécies de fun-
gos de podriddo branca como Pycnoporus sanguineus, Pleu-
rotus ostreatus, Lentinula edodes, Schizophyllum commune,
Trametes villosa, entre outros (Ferraz, 2004).

Outro fator a ser considerado € a influéncia do clone e do
isolado fungico na perda de massa. Entre os clones, verifica-
se que o clone 1249 ndo influenciou a perda de massa da
serragem de eucalipto quando inoculado com os trés isola-
dos flngicos. O clone 1277 favoreceu a perda de massa quan-
do inoculado com Pycnoporus sanguineus e Phellinus gilvus.
Ja no clone 2361, a maior perda de massa foi observada quan-
do a serragem foi inoculada com P. sanguineus (Tabela 4). E
importante destacar que apesar do clone 2361 ter contribuido
para formacgdo de micélio mediamente a fortemente adensado,
isso ndo favoreceu a maior decomposicdo da serragem dos

Tabela 4. Perda de massa (%) da serragem de eucalipto por isolados de
fungos de podriddo branca

Table 4. Weight loss (%) of eucalyptus sawdust by white-rot fungi isolate

Perda de massa (%)
Isolados? Clones de eucalipto
1249 1277 2361
PS05/08 2,83 Aab? 3,77 aA 2,77 aB
PG20/08 3,34 aA 2,95 aA 1,62 bB
SC1708 2,57 aA 1,94 bA 0,77 bB

1 Isolados flingicos causadores de podriddo branca: PS05/08 - Pycnoporus sanguineus, PG20/08 -
Phellinus gilvus e SC17/08 - Schizophyllum commune;

2 Comparacdes entre as médias, na mesma linha (letras mailisculas) e na mesma coluna (letras mindisculas)
seguidas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05)
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clones de eucalipto em todos os isolados testados (Tabe-
las 2 e 4).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Fernan-
des et al. (2005), Silva et al. (2005) e Alves et al. (2006), em
que citaram a influéncia da composicdo quimica da madei-
ra sobre a taxa de degradagdo microbiana, bem como os
observados por Abreu et al. (2007) em que relataram o efeito
de diferentes isolados fungicos causadores de podriddo
branca no crescimento e na decomposicdo de discos de
eucalipto “in vitro”.

Neste experimento, dentre os isolados testados, o Pyc-
noporus sanguineus e Phellinus gilvus se destacam como
possiveis agentes degradadores a serem empregados em
estudos visando acelerar o processo de decomposi¢do dos
tocos remanescentes de eucalipto, por resultarem em mai-
or perda de massa e maior densidade micelial, dependendo
do clone, tal como observado por Abreu et al. (2007), com
os isolados de Pycnoporus cinnabarinus inoculados em
discos de eucalipto e Pycnoporus sanguineus por Van
Heerden et al. (2008).

CONCLUSOES

Os isolados Pycnoporus sanguineus e Phellinus gilvus
foram os mais eficientes na degradacdo in vitro da serragem
de eucalipto.

A correlacdo entre a perda de massa da serragem e a velo-
cidade de crescimento depende do isolado e do clone de
eucalipto.
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