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RESUMO

Diplodia pinea é um patégeno que causa doenga em varios géneros de
coniferas e perdas em plantagdes comerciais de Pinus devido a seca de
ponteiros. D. pinea se reproduz apenas assexuadamente, sendo comum a
presencga de linhagens clonais (morfotipos A e C) apresentando diferengas no
potencial de agressividade com relagdo ao hospedeiro. Diante da importancia
econdmica do género Pinus para o Brasil e no potencial do D. pinea em causar
danos nesse género, o objetivo deste estudo foi efetuar uma caracterizagao
morfofisioldgica, patogénica e molecular de 20 isolados de D. pinea obtidos das
regides Sul e Sudeste do Brasil. O aspecto micelial dos isolados foi avaliado
em placas com meio BDA e EMA,a temperatura 6tima de crescimento dos
isolados, em meio BDA e a esporulagdao em meio APA, nas temperaturas de 8,
12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40 °C. Foram avaliados 100 conidios por isolado
quanto as dimensdes, numero de septos, espessura e aspecto da parede, sob
microscopio otico e eletrbnico de varredura. Avaliou-se, também, a parede dos
conidios quanto a presenga de perfuragdes. A agressividade dos isolados foi
avaliada em mudas de Pinus taeda e Pinus elliottii var. elliottii. A caracterizacao
molecular dos isolados foi realizada através do sequenciamento da regido
ITS1--5,85—ITS2 do rDNA. Os isolados apresentaram em meio BDA e EMA
micélio algodoado inicialmente branco mudando-se para cinza chumbo. Os
conidios avaliados apresentaram dimensodes entre 30-39,9 x 12,9-16,5 ym de
largura, principalmente sem septos ou uniseptados. A microscopia eletrbnica
revelou conidios com parede lisa e sem a presenca de pontuacgdes, tipica para
o morfotipo A. O crescimento dos isolados foi verificado de 12 a 36 °C e a
formacdo de picnidios de 12 a 32 °C, mas os conidios maturos foram
observados a 20, 24 e 28 °C. O isolado B11 foi o mais agressivo nas duas
espécies de Pinus testadas e a existéncia de interagao foi verificada entre
isolados e espécies de Pinus. O sequenciamentoformou um clado monofilético
agrupando os isolados de Diplodia pinea. Os resultados indicam que os
isolados pertencem ao morfotipo A de D. pinea.

Palavras-chave: agressividade, morfotipo, Pinus, seca de ponteiro



ABSTRACT

Diplodia pineais a known pathogen that causes disease in several genera of
conifers and extensive losses in commercial plantations of Pinus due to tip
blight. D. pinea only reproduce asexually, being common the presence of clonal
lineages (A and C morphotypes) that differ in potential with respect to the host
aggressiveness. Given the economic importance of the genus Pinus in Brazil
and the ability of the pathogen to cause damage, the aim of this study was to
perform detailed morphological, physiological, molecular and pathogenic of
twenty D.pinea isolates obtained from Southern and Southeast regions of
Brazil. Micelial appearance of isolates grown on PDA and EMA media, optimum
temperature for growth on PDA medium and sporulation on APA medium, were
evaluated at temperatures of 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40 °C. Dimensions,
number of septa, wall thickness and appearancewere evaluated in 100 conidia
per isolate underlight microscope. It was also evaluated the wall of conidia by
the presence of perforations. The aggressiveness of isolates was performed on
seedlings of Pinus taeda and Pinus elliotti var. elliotti. Molecular
characterization of the isolates was performed by sequencing the ITS1 - 5, 8S-
ITS2 rDNA. Isolates showed cottony mycelium on PDA, initially white changing
to dark gray. The conidia showed dimensions 0f30-39.9 x12.9-16.5um,
especially without septa or with one septa. The electron microscopy revealed
conidia with smooth wall without the presence of pitty, typical for morphotype
A.Growth of isolates was observed from 12 to 36 °C, and pycnidia were formed
from 12 to 32 °C, but only mature conidia were observed in 20, 24 and 28 °C.
B11 isolate was the most aggressive and interaction was verified between
isolates and Pinus species. The sequencing formed a monophyletic clade
grouping the Diplodia pinea isolates. Results indicate that isolates belong to
morphotype A of D. pinea.

Keywords: aggressiveness, morphotype, Pinus, shootblight.

Tltle: Morphological, Physiological, Pathogenic and Molecular Characterization
of Diplodia pinea
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1 INTRODUGAO

O género Pinus é plantado em escala comercial no Brasil ha mais de
50 anos, sendo que os plantios mais extensos foram estabelecidos na regido
Sul e Sudeste, principalmente com Pinus taeda e Pinus elliottiivarelliottii. Os
plantios foram para atender demanda de matéria prima de qualidade nas
industrias de celulose, papel, madeira serrada, resina, industria de MDF, e até
mesmo no aproveitado como biomassa para geragéo de vapor e energia.

As exportagdes brasileiras com o género alcangaram, em 2013, US$
5,5 bilhdes ampliando sua participagdo no superavit da balanga comercial
nacional de 19,1 % para 28,1 %. Desse valor, 23,4 % sao produzidos com
mateéria prima fornecida pelos plantios comerciais de pinus e corresponde a um
plantio de 1,6 milhdes de ha de florestas comerciais (ABRAF, 2013).

As principais doengas que atacam os plantios de Pinus no Brasil sdo a
armilariose provocada por Armilaria sp., € a seca de ponteiro causada por
Diplodia pinea (FERREIRA, 1989).

A seca de ponteiro é provocada pelo fungo Diplodia pinea (Desm.)J.
Kickx(ex Sphaeropsis sapinea (Fr.)Dyko & B. Sutton). No Brasil, os primeiros
relatos dessa doenga em Pinus, segundo Ferreira (1989) ocorreram na década
de 1940, durante a introdugdo de Pinus radiata D. (Don) no estado de S&o
Paulo, e os poucos relatos apontaram que foram totalmente dizimados pelo
patdgeno D. pinea.Contudo, nessa ocasidao nao foram realizados estudos para
caracterizar o patégeno ou trabalhos dirigidos a selecdo de materiais
resistentes no Brasil. A seca de ponteiro € uma doenca que tem pouca
expressao no Brasil, e por esse motivo, poucas informacdes sobre a doenca e
o patdégeno s&o disponiveis no pais.

No entanto, devido a importancia econémica desse patdégeno e por
conta das extensas perdas provocadas em plantios de Pinus comerciais no
exterior, os principais estudos estdo sendo realizados visando o controle ou a
prevencao da doenca.

Os sintomas tipicos da doencga sado a seca de ponteiro e o declinio além
do azulamento da madeira (DICK, 1999). Seca de ponteiro € uma doenga que

ocorre em arvores adultas em plantios ja estabelecidos, sendo favorecida
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quando os plantios sao realizados em sitios pobres, sujeito a chuva de pedra,
secas persistentes ou ataque de insetos (SWART; WINGFIELD,
1991;BLODGETT; KRUGER; STANOSZ, 1997; SMITH; WINGFIELD;
COUTINHO, 2002). O patégeno causa também amarelecimento e necroses
nas aciculas jovens e frequentemente mata os brotos jovens que surgem no
inicio da primavera (FLOWERS et al., 2001).

Quanto a caracterizagéo, as principais caracteristicas usadas s&o a
dimensdo dos conidios, largura das paredes dos conidios, bem como no
aspecto e taxa de crescimento dos micélios e sua agressividade. No entanto,
as diferengas morfolégicas tornaram-se mais importantes ao se evidenciar que
elas eram acompanhadas por diferengas na forma de dispersdao dos esporos,
na agressividade aos hospedeiros e na distribuicdo geografica onde os
morfotipos do patdgeno eram isolados (DE WET et al., 2002). Portanto, ficou
evidente a importancia em identificar corretamente os morfotipos dos isolados
envolvidos nas infecgdes, antes de recomendar as estratégias de manejo para
controle do D. pinea, por isso, um grande esfor¢o entre varios pesquisadores
esta sendo feito nesse sentido, principalmente nos EUA.

No entanto, identificar os morfotipos baseado nas caracteristicas
culturais pode n&o ser uma tarefa facil e até mesmo possivel, quando se trata
deste fungo, pela grande variagdo que ele pode apresentar quando cresce em
diferentes meios de cultura e em diferentes condi¢des ambientais (WANG et
al., 1985).

Praticamente todas as espécies do género Pinus sao atacadas por D.
pinea, mas existem diferengcas entre as espécies com relagdo ao grau de
suscetibilidade a estes ataques (BLODGETT; BONELLO, 2003). P. radiata é
considerada uma das espécies mais suscetiveis ao D. pinea. Esse patégeno,
segundo Shimizu (2001), dizimou os plantios desta espécie de Pinus no Brasil.
P. radiata foi introduzido com sucesso na Australia, Nova Zelandia e Espanha,
sendo, também, a exdtica mais plantada, na Argentina, Chile, Uruguai, Kénia e
Africa do Sul, totalizando seus plantios, ao redor do mundo, em quatro milhdes
de hectares (ROGERS, 2002).

Em todos os aspectos, técnicos e comerciais, o Brasil apresenta

historico florestal favoravel e existe uma boa adaptacdo do P. radiata no
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Hemisfério Sul, o que justificou o interesse de empresas florestais brasileiras
pelo plantio dessa espécie florestal (BASILIO, 2008)

Considerando a possibilidade de reintroducao de P. radiata no Brasil e
a ocorréncia da seca de ponteiros, foram realizados trabalhos por Corréa et al
(2011, 2012) com objetivo de caracterizar quatro isolados de S. sapinea da
regiao Sul do Brasil e avaliar a sua agressividade em mudas de P.
radiata,visando a selegcdo precoce de material resistente ao fungo D.
pinea.Diante dos resultados desses trabalhos entendeu-se que havia
necessidade de se aprofundar na caracterizagdo do patdégeno aumentando o
numero de isolados, a abrangéncia da area de coleta e aumentando as

variaveis a serem avaliadas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagcdo morfoldgica, fisiologica, patogénica e
molecular de isolados brasileiros de Diplodia pinea

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a morfologia de culturas de Diplodia pinea em diferentes
meios de cultura;

o Caracterizar as estruturas reprodutivas e avaliar a esporulagdo de
Diplodia pinea em diferentes temperaturas

e Avaliar a agao patogénica dos isolados de Diplodia pinea em mudas de
Pinus taeda e Pinus elliottii var. elliottii

e Realizar andlise taxonémica e variabilidade dos isolados de Diplodia

pinea.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HISTORIA DA TAXONOMIA DE Diplodia pinea

Desde sua primeira descricdo como Sphaeria pinea Desm. em 1842
por Desmazieres (WATERMAN, 1943) esse fungo foi renomeado pelo menos
10 vezes, sendo que 0 nome mais comum € Diplodia pinea (PUNITHALINGAM,;
WATERSTON, 1970). Em 1867, Kickx classificou esse fungo como Diplodia
pinea (Desm) Kickx (WATERMAN, 1943). Petrak e Sydow1 (citado por DE WET
et al., 2003), alguns anos depois, propuseram que o nome fosse trocado para
Macrophoma pinea (Desm.). No entanto, em 1961, Petrak? (citado por DE WET
et al., 2003) achou que o nome M. pinea era muito semelhante com M. pinea
Pass. (= Dothiorella pinea (Pass)) e o renomeou para M. sapinea (Fr), fatos
relatados em (PHILLIPS et al., 2005). Punithalingam e Waterston (1970)
consideraram D. pinea como sindbnimo de M. pinea e M. sapinea, no CMI
descrigao de fungos e bactérias patogénicas.

O ponto de discordanciadecai sobre o género em que fungo deve
residir: se no género Sphaeropsis como Sphaeropsis sapinea ou no género
Diplodia como D.pinea. A separagao dos géneros foi apresentada por Sutton
(1980) no livro The Coelomycetes, baseando-se principalmente
emcaracteristicas morfologicas dascélulasconidiogénicas e dos conidiéforos.
De acordo com Sutton (1980) ambos Diplodia e Sphaeropsis pertencem a
subordem Blastopycnidinea, mas enquanto Diplodia tem conidioforos e células
coniogénicas que forma um conidio simples monoblastico, Sphaeropsis néao
apresenta conidiéforos, e as células coniogénicas proliferam anelidicamente. O
género Sphaeropsis foi descrito, também, como tendo conidios que formam
septos imediatamente antes dagerminagao e com parede interior ornamentada.
Nesse género é comum que células conidiogénicas produzam umunico conidio

apical, podendo, as vezes, ocorrer proliferacdo percorrente produzindo um

"PETRAK, F ;SYDOW P. Die Gattung der Pyrenomyzeten, Sphaeropsideen und Melanconieen. Repert
Spec Nov Regni Veg Beihefte, v. 42, p. 1-551, 1927.
2 PETRAK, F. Die Lecanostica Krankheit der Féhrenin Osterreich. Sydowia, v. 15, p. 252-256,1961.
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segundo conidio. O género Diplodia foi descrito como tendo conidios lisos
,hialinos e asseptados quando jovens e mais tarde tornando-se marrom escuro,
com um septo mediano e presenga de células conidiogénicas (HILDEBRAND,
2005).

A produgdo de um unico conidio apical foi considerada por Sutton
(1980) como a principal caracteristica para separagdo entre os géneros
Sphaeropsis e Diplodia. No entanto, Denman et al. (2000) questionaram o valor
das caracteristicas morfolégicas dosconidios e das células conidiogénicas
utilizados por Sutton (1980) para distinguir Sphaeropsis de Diplodia. Esses
autores consideraram que os conceitos de idade e maturidade eram fracos
para serem usados como critério de separacdo de espécies, uma vez que
idade e maturidade podem afetar a pigmentagdo dos conidios. Para completar
a fragilidade entre as diferengas que separam os dois géneros Denmanet al.
(2000) e Philips (2002) relataram terem evidenciado proliferagdo percorrente
em células conidiogénicas em D. pinea.

Nenhum estado sexual (forma teleomdérfica) de S. sapinea ou D. pinea
€ conhecida e, nunca foram relatados a presenca de microconidios em culturas
(PALMER; NICHOLLS, 1985), mas espermacias ja foram observadas
(WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1980b). No entanto, através de evidéncias
moleculares Burgess, Wingfield e Wingfield (2001b) verificaram que D.
scrobiculata (Sphaeropsis sapinea, morfotipo B) representa claramente uma
fase anamorfica de Botryosphaeria.

Burgess, Wingfield e Wingfield (2001b) mostraram também que o
morfotipo A dos isolados de S. sapinea, em sentido restrito, sdo
predominantemente clonais. Por outro lado, os isolados de D. scrobiculata,
produzem ocasionalmente esporos similares as espermacias (PALMER;
STEWART; WINGFIELD, 1987) sugerindo a presenga de um estagio sexual
para esse fungo. De Wet et al. (2003) sugerem que D. scrobiculata pode
representar uma linhagem de Botryosphaeria que perdeu recentemente a
capacidade de reproduzir-se sexualmente.

Teleomorfos de espécies de Botryosphaeria sao incomuns no estado
natural e as diferengcas morfolégicas s&o pequenas para diferenciar as
espécies. Por isso, a diferenciagdo entre os géneros é baseada principalmente

nos anamorfos, que sdo muito variaveis.
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O género Botryosphaeria, criado em 1863, sempre foi confuso. Cerca
de 200 espécies sao descritas para esse género, no entanto apenas 20 s&o
reconhecidas. Dos 900 Diplodia anamorfos e /ou 160 Fusicoccum anamorfos,
apenas alguns foram ligados aos teleomorfos (PHILLIPS, 2005; ALVES et al.,
2004).

De acordo com Crous et al. (2006) existem numerosos fungos
anamorfos conidiais cujas caracteristicas s&o intermediarias entreDiplodia e
Fusicoccum e, existem diversos relatos de espécies fora do grupo
Botryosphaeriaceae que possuemanamorfos aparentemente tipicos de
Botryosphaeria strictu sensu. Esta ampla variagdo € uma caracteristica tipica
dos anamorfos de Botryosphaeria que n&o é acompanhada por seus
teleomorfos, que tendem a serem bem conservados com ascésporos hialinos e
sem septos. No entanto, alguns se tornam pigmentados (marrom) e septados
com a idade (ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006; PHILLIPS et al., 2008). Por
causa dessas espécies de Bofryosphaeria que possuem ascdOsporos, que se
tornam septados e marrons com a idade, muitas estdo até hoje pipocando
entre varios géneros, mesmo utilizando-se ferramentas moleculares (PHILLIPS,
2002; PHILLIPS et al, 2005; ALVES et al, 2008).

Phillips et al. (2008) resolveram separar em uma genealogia 0s
membros de Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Dothideomycetes,
Ascomycota) utilizando analise de multigenes. Os resultados revelaram que o
clado foi separado em seis géneros incluindo Diplodia, Lasiodiplodia,
Neodeightonia, Barriopsis, Phaeobotryon e Phaeobotryosphaeria. Segundo
Phillips et al. (2008),as caracteristicas morfologicas dos estados anamorfos e
teleomorficos também suportaram a separagao desses géneros. Até entao,
Botryosphaeria estava restrito apenas as espécies dos anamorfos de
Fusicoccum (PHILLIPS et al. 2008).

Crous et al. (2006) utilizando uma ampla base filogenética reconheceram
dez géneros em Botryosphaeriaceae. Sendo eles
Diplodia/l.asiodiplodia/Tiarosporella (ndo resolvido) Botryosphaeria
(Fusicoccum anamofo), Macrophomina,  Neoscytalidium,  Dothidotthia
(Dothiorella anamorfo), Neofusicoccum (teleomorfo similar a Botryosphaeria,
sinanamorfo Dichomera), Pseudofusicoccum, Saccharata (anamorfo Diplodia e
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sinanamorfo similar a Fusicoccum), “Botryosphaeria” quercuum (anamorfo
similar a Diplodia) e Guignardia (anamorfo Phyllosticta).

Phillips et al. (2008) realizaram estudos usando abordagem através de
filogenia multigénica (SSU, ITS, LSU, EF1 e B-tubulina) buscando obter correta
posicdo para os teleomorfos com esporos escuros de Botryosphaeriae de
outras formas assexuais. Os resultados deste estudo revelaram 11 géneros:
Diplodia, Neodeightonia, Lasiodiplodia, Phaeobotryon, Barriopsis,
Phaeobotryosphaeria, Botryosphaeria, Dothiorella, Spencermartinsia,
Neofusicoccum e um grupo Incertae sedis.

A maioria das espécies (Dothiorella, Neofusicoccum, Botryosphaeria,
Pseudofusicoccum e Neoscytalidium) tem sido reportada apenas em
Angiospermas. Alguns poucos casos, como Lasiodiplodia spp., Diplodia mutila
e Diplodia seriata em Angiospermas e Gymnospermas e apenas D. pinea, D.
scrobiculata e D. cupressi como exclusivos de Gymnospermas (DE WET et al.,
2008).

Acredita-se que infeccdo em Gymnospermas provavelmente ocorreu
recentemente por alguns grupos especificos via mudanga de hospedeiro (DE
WET et al., 2008).

3.2 TAXONOMIA DOS MORFOTIPOS DE Diplodia pinea

D. pinea € um fungo que apresenta apenas reproducédo sexual
pertencente ao filo Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem
Botryosphaeriales, familia Botryosphaeriaceae, onde seus esporos assexuais
ou conidios desenvolvem-se dentro de picnidios (WATERMAN, 1943). Os
conidios sdo de forma oblonga para clavado com extremidades basais
contundentes, 4apices arredondados e desenvolvimento monoblastico via
proliferagdo percorrente das células conidiogénicas (SUTTON, 1980). Os
conidios deste fungo apresentam dimensdes (largura e comprimento) que
variam entre 30 a 45 um e 10 a 16 ym, respectivamente (PUNITHALINGAM,;
WATERSTON, 1970; SUTTON, 1980).
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Espermacias e espermatéforos, pequenos e hialinos independente da
idade, foram relatados em culturas deste fungo por Wingfield e Knox-Davis
(1980b). A presenca dessas estruturas pode revelar uma redugdo ou perda
recente do estagio sexual desse fungo (DE WET et al., 2003).

Apesar de nao ser conhecida a fase sexual de D. pinea ele é
claramente reconhecido como pertencente a familia Botryosphaeriaceae. Junto
com outras espécies de Lasiodiplodia, este fungo forma uma das dez linhagens
de Botryosphaeriaceae descrita por Crous et al. (2006). A taxonomia deste
fungo tem sido complexa e confusa principalmente pela falta de clareza na
distingao da descrigao entre Sphaeropsis e Diplodia.

De Wet et al (2002) descreveram trés morfotipos para o S. sapinea: A, B
e C os quais se diferem nas caracteristicas morfologicas, taxa de crescimento,
caracteristicas dos conidios e viruléncia. O morfotipo A era capaz de infectar
tecidos sem injuria e com injuria e o morfotipo B necessitaria de injuria no
tecido para conseguir invadir o tecido com sucesso (WANG et al.,1985;
PALMER; STEWART; WINGFIELD,1987). O morfotipo C foi descrito como uma
variante do morfotipo A, s6 que mais agressivo (DE WET et al., 2002)

A identificacdo dos morfotipos usando caracteristicas culturais nao é
uma atividade facil, porque os morfotipos podem modificar seu crescimento
dependendo do meio ou das diferengas ambientais a que sdao submetidos
(WANG et al. ,1985; PALMER, 1991; SWART; WINGFIELD., 1991; SMITH et
al., 2000).

O método mais seguro para determinar morfologicamente os morfotipos
A e B deve ser examinando a parede dos conidios utilizando microscopia
eletrbnica de varredura. Por essa metodologia percebe-se que morfotipo A e C
apresentam parede lisa e o morfotipo B parede perfurada No entanto, a
diferenciacdo entre o morfotipo A e C é bem mais sutil e dificil de ser
evidenciada (DE WET et al., 2002).

Devido a diferenca de viruléncia entre os morfotipos Palmer, Stewart e
Wingfield(1987) sugeriram que a identificacdo do patdégeno deveria, sempre
que possivel, incluir o morfotipo.

Gerhold et al. (1994) buscando selecionar mudas de Pinus resinosa
resistentes ao S. sapinea, prepararam suspensao utilizando in6culo

provenientes de colbnias monosporicas para garantir a identidade dos
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morfotipos. No entanto, durante as avaliagbes, os autores perceberam que
algumas colbnias monospdricas continham dentro dos picnidios ambas os
conidios do tipo A e B. Ou seja, conidios com parede lisa e também conidios
com parede perfurada, sendo que os conidios de parede lisa (morfotipo A)
eram mais frequentes.

Burgess, Wingfield e Wingfield (2001b) desenvolveram e testaram
varios marcadores moleculares capazes de diferencia os diferentes morfotipos
de D. pinea. Os alelos polimérficos para todos os locus foram sequenciados
para estabelecer mudangas bases especificas que causavam polimorfismo de
comprimento e também para determinar se os alelos eram idénticos por
mutacdo ou por descendéncia. Esse estudo mostrou que o morfotipo |
representava o estado anamorfo do fungo Botryosphaeria obtusa e que o
morfotipo A e C eram bem mais proximos entre si do que ambos do morfotipo
B, que apareceu como geneticamente o mais diverso entre os trés morfotipos.

A autenticidade dos morfotipos foi sendo confirmada usando-se
técnicas baseadas em DNA, como as amplificacbes aleatérias de DNA de
restricio (RAPDs) (SMITH; STANOSZ, 1995; DE WET et al., 2000),
polimorfismo de tamanho de fragmentos (RFLPs) (HAUSNER et al., 1999) e
sequéncias de DNA de rRNA operon (DE WET et al., 2000). Nos ultimos anos
técnicas como marcadores para pequenas sequencias repetidas (ISSR)
fingerprint e sequencias simples repetidas (SSR) tem sido usadas para prover
um aumento da resolugdo para diferenciagdo entre os morfotipos (ZHOU;
STANOSZ, 2001; BURGESS, WINGFIELD; WINGFIELD, 2001a). Mas,
segundo De Wet et al. (2003) essas técnicas quando aplicadas separadamente
nao sao suficientes para comparar espécies muito proximas ou elementos da
mesma especie.

Em 2003, De Wet et alutilizando-se de técnicas combinadas de
multiplos genes de codificacdo de proteina com locus altamente polimoérficos de
microssatélites (FISHER et al., 2000) compararam os morfotipos de S. sapinea.
Nesse estudo, De Wet et al. (2003) construiram uma genealogia de multiplos
genes a partir de sequéncias parciais de 6 genes codificadores de proteinas
(Bt2 de b-tubulina, quitina sintetase (CHS), fator de alongag¢do 1a (EF-1a),
actina (ACT), calmodulina (CAL) e glutaraldeido-6-fosfato (GPD), e 6 locus
microssatélites (SS5, SS7, SS8, SS9, SS10 e SS11) com o objetivo de elucidar
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as relacoes filogenéticas entre os isolados dos diferentes do fungo S. sapinea
representando seus diferentes morfotipos. Os resultados deste estudo
mostraram o morfotipo B n&o se agrupava com o morfotipo A e C e que esses
morfotipos (A e C) formavam um grupo geneticamente bem distinto. Os autores
sugeriram, entdo, que o morfotipo B fosse descrito como uma espécie distinta e
sugeriram o nome de D. scrobiculata (DE WET et al., 2003). Além disso, o
grupo concluiu que os trés morfotipos A, B e C eram distintos do género
Botryosphaeria, e que se comportavam idénticos ao género identificado como
Diplodia, que produzem conidios elipséides, parede densa, septados e escuros
quando maturos (DE WET et al., 2002).

Baseados nas evidéncias encontradas no estudo acima relatado, o
grupo concordou com os argumentos de Denman et al (2000) e Philips (2002)
de que proliferagao percorrente e tempo de septagcédo do S. sapinea, que sao as
caracteristicas consideradas por Sutton (1980) para separar as duas espécies,
nao eram suficientes para separar o género Sphaeropsis do género Diplodia. O
grupo sugeriu, entdo, a reversao para o antigo nome Diplodia pinea (Desm.) J.
Kickx para os morfotipos A e C.

O morfotipo tipo A é caracterizado pelo crescimento de um micélio aéreo
algodoado, inicialmente branco para a cor cinza esverdeado, conidios de
paredes lisas (34um x 16 ym) em geral asseptado ou com apenas um septo. O
morfotipo A esporula com mais facilidade na presenca de luz (WANG et al.,
1985; PALMER; STEWART; WINGFIELD,1987; DE WET et al., 2002).

O morfotipo B, descrito como D. scrobiculata (DE WET et al., 2003), tem
micélio prensado na superficie do agar, conidios (32 ym x 15 ym) com paredes
pontuadas e conidios com até mais de 3 septos (WANG et al., 1985; PALMER,;
STEWART; WINGFIELD, 1987; de WET et al., 2003). O morfotipo B esporula
tanto na presenga de luz como no escuro.

O morfotipo C tem micélio algodoado e conidios (37 ym x 15 um) de
paredes lisas similares ao morfotipo A, mas significativamente maiores (DE
WET et al., 2002) e asseptados ou com um septo. Isolados do morfotipo C sao
também considerados mais agressivos que os isolados do morfotipo A (DE
WET et al., 2002).

Os morfotipos A e C podem provocar infecgdo em brotos jovens sem

necessidade de injuria, no entanto D. scrobiculatanecessita de uma injuria
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prévia nos brotos para provocar infeccao (WANG et al., 1985; DE WET et
al.,2000).

D.pinea é bem conhecido como patdégeno latente de Pinus e foi
encontrado em todos os paises onde esta espécie florestal é plantada ou é
nativa (FLOWERS et al., 2001). D. scrobiculata, foi reportado, primeiramente,
como endofitico fraco em Pinus banksianaLamb, coexistindo com D. pinea em
regides da América do Norte e Europa. Intensas coletas do fungo endofitico em
arvores nativas de P. radiata na Califérnia (USA) sugeriam apenas a presenca
do fungo D. scrobiculata porque nao foi encontrado nenhum isolado de D.
pinea, sabidamente mais agressivo que o D. scrobiculata. Analises com
marcadores microssatélites revelaram trés populagdes de D. scrobiculata
isoladas nos P. radiatanativos. Nessas populacdes foram identificados muitos
alelos em comuns e com um fluxo génico moderado entre elas. Os resultados
revelaram também que as trés populagdes californianas sido distantes e
distintas das populagdes isoladas de outros lugares.

Os resultados dos trabalhos de De Wet et al. (2003) indicaram um forte
isolamento geografico entre as populagdes de D. scrobiculata obtidas de varias
regides da América do Norte, com fixagcdo de alelos unicos nas diferentes
populagdes. Os morfotipos A e C de S. sapinea isolados e analisados nos
trabalhos De Wet et al. (2003) apresentaram altos niveis de similaridade e
nenhuma correlagdo com distribuicao geografica foi observado entre eles.

Os isolados de D. scrobiculata englobaram um alto grau de diversidade
genética. No entanto, esses dados ainda sdo incipientes e necessitam de
estudos mais aprofundados, incluindo uma ampla distribuicdo geografica
agrupando os isolados de acordo com sua origem e depois estudar como
ocorreu a dispersado desses morfotipos (DE WET et al., 2003).

Em 2006, Smith e Stanosz (2006) introduziram outra ferramenta
molecular para o estudo de Diplodia. Trés primers foram desenvolvidos para
flanquear a pequena subnidade do ribossoma (SSU rRNA). O primer DpF/BotR
produziam 700 pares de bases na presenca de D. pinea e nenhuma banda na
presenca de D. scrobiculata. O primer DsF/BotR produziu 700 pares de base
na presenga de D. scrobiculata e nenhuma na presenca de D. pinea. Os
primers foram produzidos também para que ndo amplificassem DNA de

Botryosphaeria obtusa, B. quercum, B. rhodina, B. ribis, B. tsugae, B. mutila, B.
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dothidea, Diplodia pinea f. sp. cupressi. Esses primers foram produzidos de
forma a n&o amplificarem também DNA de outros fungos comuns de serem
isolados em Pinus como Fusarium tricinctum, Cladosporium sp.,Chaetomium
sp., Schlerophoma pythiophylla, Epicoccum sp., Alternaria sp., Pestalotia
sp., Trichoderma sp., Sirococcus conigenus e Pseudorobillarda sp. (HOUSE,
2007).

O Espaco da Regiao Interna do rDNA nuclear (ITS) também pode ser
usado para comparar varios anamorfos de Botryosphaeria sp. Jacobs e Rehner
(1998) usaram primers ITS-4 e -5 para amplificar regides ITS 1 e 2 de 22
linhagens de fungos Botryosphaeriaceous. Entre as linhagens comparadas
nesse artigo foi Fusicoccum spp., Diplodia quercina, Diplodia mutila,
Sphaeropsis sp., Botryosphaeria sp., Sphaeropsis sapinea, e Lasiodiplodia
theobromae. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstraram que as
regides ITS s&o uteis para distinguir entre os anamorfos. Os resultados
apresentados no artigo de Jacobs e Rehner (1998) revelaram também uma
tendéncia de Sphaeropsis sp. e Diplodia sp. para exibir conidios pleomorficos e
plasticidade em cultura. Essa plasticidade ja foi relatada em outros trabalhos
anteriores.

Morelet e Chandelier (1993) observaram variagdes entre os conidios de
isolados de D. pinea e Kay et al. (2002) observaram variagdes na taxa e forma
de crescimento e na coloracdo do micélio. Estas variagbes também foram
observadas por Basilio (2008) na morfologia de conidios em estudo conduzido
com isolados obtidos da regido Sul do Brasil.

3.3 CARACTERIZAGAO DE Diplodia pinea

Diplodia pinea (Desm.) J. Kickx (sinbnimo Sphaeropsis sapinea (Fr.)
Dyko & B. Sutton morfotipo A) e Diplodia scrobiculata J. De Wet, B. Slippers &
M.J. Windfield (sinbnimo Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton morfotipo
B) sdo espécies de fungos que estdo intimamente relacionados a um grande
numero de doencas em varias espécies florestais, causando secamento e

morte de mudas e arvores jovens. Condigdes favoraveis para ocorrer infecgdes
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com D. pinea sao clima umido e temperaturas altas (25 °C) coincidindo com o
crescimento dos botdes (SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD, 1985). Este
fungo pode ocorrer em regides temperadas, semitropical e tropical, podendo
ser transmitido pela semente, resultando na podriddo de semente, reducao de
germinacgao, deterioracdo de radiculas emergentes e tombamento de plantulas
(REES; WEBBER,1988; STANOSZet al., 1997).

Os morfotipos diferem entre si na especificidade ao hospedeiro e na
distribuicdo (WANG et al., 1985; SMITH; STANOSZ, 1995; STANOZ; SMITH;
MARK, 1996; BURGESS et al., 2004). D. scrobiculata era conhecido como um
patogeno de distribuicdo bem restrita na regido central e norte dos EUA, mas
nos ultimos anos foi notificado também na Europa. D. scrobiculata foi reportado
pela primeira vez como endofitico e patdogeno pouco agressivo em Pinus
banksianae Pinus resinosa sendo isolado conjuntamente com o D.
pinea(SMITH; STANOSZ, 1995). D. pinea morfotipo A é amplamente
distribuido pelo mundo (BLODGETT; STANOSZ, 1999). O morfotipo C de D.
pinea, foi reportado pela primeira vez em P. patula, na Norte da Indonésia (DE
WET et al., 2000).

A diversidade genotipica observada no D. pinea nos paises do
Hemisfério Sul é consistente com registros histéricos da quantidade e
frequéncia de sementes e germoplasma introduzido dentro e entre esses
paises. Portanto, a diversidade dentro de uma populagdo introduzida de D.
pinea fornece uma boa indicagdo do numero de introdugdes do fungo
(BURGESS; WINGFIELD, 2002).

A diversidade do D. pinea na Africa do Sul é alta e moderada na Nova
Zelandia e na Australia é muito baixa (BURGESS; WINGFIELD, 2002). Na
Africa do sul o desmatamento e a introducdo de sementes e germoplasma
iniciaram-se 100 anos antes do que na Nova Zelandia e na Australia e muitos
dos gendtipos foram introduzidos antes de ser obrigatério o procedimento da
quarentena. Na Nova Zelandia e na Australia, no entanto, as sementes e
germoplasma foram introduzidas sob rigidas regras quarentenarias
(BURGESS; WINGFIELD, 2002).

Como ja relatado, os morfotipos de D. pinea diferem em relacdo a sua
taxonomia, biologia e agressividade. As populagbes dos morfotipos também
tem diferentes estruturagbes genéticas (BURGESS et al, 2004; BIHON et al,
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2011). O morfotipo A €& a principal espécie associada com a maioria dos
Pinusfora de seus ambientes de origem (BURGESS et al, 2004). D.
scrobiculata quase que exclusivamente foi associado ao P. radiata no seu
ambiente de origem (BURGESS; WINGFIELD; WINGFIELD, 2004; BURGESS
et al. 2004).

As populagdes do morfotipo A tem baixa diversidade genética, pouca
diferenga génica entre as populag¢des e dividem muitos locos genotipicos entre
as populacbes nos diferentes continentes (BURGESS; WINGFIELD;
WINGFIELD, 2004; BURGESS et al. 2004). Isso sugere que uma longa histéria
de reproducio assexual e uma constante selecao foi a conexao para o sucesso
do D. pinea como endofitico. Diante dessa hipdtese, € possivel que as
populagdes do morfotipo A de D. pinea tenham dificuldade em vencer uma
resisténcia do hospedeiro, portanto, sele¢do para resisténcia ao hospedeiro
para esse morfotipo €& considerado uma op¢do duradoura (BURGESS;
WINGFIELD, 2002; BIHON et al, 2011)

Nas populagcbes com D. scrobiculata, contudo, foi observada alta
diversidade alélica e nenhum loco genotipico é dividido entre as populagdes. A
enorme distancia genética observada entre as populagbdes de D. scrobiculata,
juntamente com uma limitada dispersédo génica, sugere uma recente historia de
recombinagcdo e /ou mutagdo, assim como, a presenga de um estagio sexual
criptico. Essa separagcao dos morfotipos em espécies cripticas ajusta-se bem
dentro do conhecimento da biologia dessas espécies (BURGESS et al., 2004
ALVES, et al., 2008).

3.4 HOSPEDEIROS E DISTRIBUIGAO DE Diplodia pinea

D. pinea foi reportado em pelo menos 25 paises nos dois Hemisférios
entre as latitudes de 30° e 50° Norte e Sul (GIBSON, 1979). Existem diferencas
quanto a suscetibilidade de pinus ao D. pinea. Pinus nigra é o considerado o
mais suscetivel seguido pelo Pinus sylvestris, Pinus mugo, Pinus ponderosa e
Pinus strobus (PATAKY, 1997). Pinus resinosa, Pinus nigra,Pinus banksiana,

Pinus greggii, Pinus sylvestris, Pinus halepensis, Pinus radiata, Pinus patula
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(BLODGETT; KRUGER; STANOSZ, 1997; BLODGETT; BONELLO, 2003;
CHOU, 1987; FLOWERS et al.,2001; SMITH; WINGFIELD; COUTINHO,
2002), Pseudotsuga menziesii, Pseudotsuga macrocarpa, Picea abies, P.
pungens, P. sitchensis, Abies procera, A. alba, Larix laricinapodem ser
infectados (PATAKY, 1997).

Alguns outros géneros também sao suscetiveis como Cupressus,
Chamaecyparis, Thuja, Araucaria, Juniperus e Cedrus (DICK, 1999) e
Araucaria angustifolia (CORREA et al., 2012).

Este fungo pode ocorrer em regides temperadas, semitropical e tropical
(TABELA 1), podendo ser transmitido pela semente, resultando na podridao de
semente, redugdo de germinagado, deterioragdo de radiculas emergentes e
tombamento de plantulas (REES; WEBBER, 1988; STANOSZ et al., 1997).

TABELA 1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E HOSPEDEIROS DE Diplodia pinea

PAISES

HOSPEDEIROS

REFERENCIAS

América do Norte

Canada

América do Sul
Europe

Asia

Australia

Nova Zeléandia

Africa

Africa do Sul

Outros paises

Pinus nigra Arnold
Pinus sylvestris L.
Pinus resinosa Ait
Pinus ponderosa Laws
Pinus banksiana Lamb
Pinus sylvestris L.
Pinus radiata D.Don
Pinus halepsis Mill.
Pinus sylvestris L.
Pinus nigra

Pinus sylvestris L.
Pinus nigra

Pinus radiata

Pinus radiata

Pinus radiata

Pinus patula Schl.et Cham
Pinus radiata

Pinus taeda L.

Pinus radiata

Peterson, 1977,1981
Brookhouser; Peterson, 1971
Palmer; Nicholls, 1988
Brookhouser; Peterson, 1971
Palmer; Nicholls, 1988
Haddow; Newman 1942
Gibson, 1979

Gibson, 1979

Gibson, 1979

Gibson, 1979

Gibson, 1979

Gibson, 1979

Gibson, 1979

Eldridge, 1957,1978

Chou, 1976

Laughton,1937

Wingfield; Knox-Davies, 1980a
Wingfield; Knox-Davies, 1980b
Gibson, 1979

FONTE: SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD, 1985. ADAPTADO PELO AUTOR (2013)
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3.5 SINTOMATOLOGIA DE Diplodia pinea

D. pinea pode sobreviver como endofitico ou saprofitico estando
presente em tecido vivo ou morto das aciculas, caule e ramos. Como sapréfita
ele pode permanecer na planta por muitos anos sem desenvolver a doenga,
mas a arvore ganha um tom azulado na casca que prejudica o prego de venda
da madeira (DE WET et al., 2000).

Em plantios de pinus, esse fungo estda associado com um grande
numero de sintomas como necrose, seca e quebra dos ponteiros e o declinio,
sendo que este ultimo é considerado o mais comum. D. pinea pode ainda
induzir, nas plantas atacadas, a formagdo de cancros, morte de raizes e
murcha da copa (HILDEBRAND, 2005; AUER et al., 2001; PALMER, 1991;
GIBSON, 1979; CHOU, 1978; 1987).Entretanto, existem estudos que reportam
o fungo D. pinea como um patogeno de viveiro, reduzindo a germinagéo,
diminuido as radiculas das mudas e provocando seca e cancro de raiz e
tombamento de ponteiros (PALMER; NICHOLLS, 1985; STANOSZ,
CUMMINGS CARLSON, 1996; STANOSZ; SMITH; ALBERS, 2005).

A infeccdo se estabelece, preferencialmente, durante os periodos
umidos com os tubos germinativos dos conidios do fungo entrando através dos
estdmatos das aciculas nos brotos jovens em crescimento e diretamente nas
hastes novas nao suberificadas (CHOU, 1978; ZHOU; STANOSZ, 2002) no
comego da primavera (FLOWERS et al.,, 2001). A infecgdo pode se iniciar
também em galhos e caules, através de ferimentos causados pela chuva de
granizo, ataque de insetos, poda ou outros tipos de danos fisicos.

No inicio, o patdogeno causa amarelecimento e necroses nas aciculas
jovens e frequentemente causa o secamento dos brotos jovens que surgem no
inicio da primavera.Pequenos picnidios negros se desenvolvem préximo da
base das aciculas, sobre as bainhas ou sobre as escamas dos cones jovens.
Estes brotos jovens infectados param de crescer, tornam-se curvos e logo
morrem e, apos anos de infecgdo, grandes ramos e até mesmo toda arvore
pode ser perdida (FLOWERS et al., 2001). Severas e continuas infecgdes

retardam e comprometem o crescimento da arvore e podem matar todas as
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arvores infectadas (BROOKHOUSER; PETERSON, 1971; FLOWERS et al.,
2001).

O patégeno sobrevive dentro de picnidios presentes nos brotos doentes
do ano anterior, em cones maduros, ou como endofitico nos tecidos dos brotos
de pinus (SMITH et al., 1996; FLOWERS et al., 2001). Os brotos séao
particularmente suscetiveis para o desenvolvimento da seca de ponteiro no
inicio da primavera durante a quebra de dorméncia e fase iniciais de
crescimento (MUNCK; STANOSZ, 2008; 2009; PETERSON, 1977).

D. pinea esporula sobre tecidos doentes, troncos e galhos. Os conidios
sao liberados dos picnidios, unicos corpos de frutificagdo conhecidos deste
fungo, durante a primavera. Os picnidios parecem fundidos aos tecidos dos
hospedeiros e sdo formados na subepiderme, posteriormente tornando-se
erumpentes (PALMER; NICHOLLS, 1988; PALMER; MCROBERTS;
NICHOLLS, 1988).

Quando os picnidios amadurecem, os conidios sao disseminados,
principalmente, por respingos de chuva (PETERSON, 1981), mas também
podem se espalhar através de correntes de ar (BUTIN; PEREDO, 1986;
STANOSZ, 2002). Cones ndo infectados s&o observados ao lado de cones
infectados 0 que sugere que a doenga ocorre primeiramente em cones mais
velhos e contaminando depois os cones mais novos. O patégeno pode
permanecer vivo durante o inverno dentro de picnidios em brotagdes enfermas,
que sao mantidas nas arvores, pelo menos parcialmente, através do fluxo de
resina tipico durante atividades de infeccdo (PALMER; MCROBERTS;
NICHOLLS, 1988). O fungo pode ainda permanecer em cones maduros
(PALMER; STEWART; WINGFIELD, 1987; SMITH et al., 1996) ou como
endofitico em tecidos jovens (FLOWERS et al., 2001).

Infeccdes latentes de D. pinea ocorrem em brotacdes do ano em curso
em pinheiros sem sintomas e, em alguns brotos, aparentemente saudaveis, do
ano em curso de pinheiros doentes. As infecgdes latentes também ocorrem em
gemas terminais assintomaticas (FLOWERS, HARTMAN. VAILLANCOURT,
2006). Depois de dois ou trés anos de infecgdo sucessivas, os topos das
arvores ficam totalmente danificados, resultando nos sintomas tipicos da
doenca (GIESLER, 2003; PETERSON, 1977, 2005).
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A gravidade da doencga é significativamente maior em mudas e arvores
mais velhas submetidos ao estresse, tais como: plantios estabelecidos em
sitios inadequados com solos mal drenados e pouco profundos, deficiéncia de
nutrientes ou vegetacao concorrente (BLODGETT; KRUGER; STANOSZ, 1997;
NICHOLLS; OSTRY, 1990; STANOSZ et al., 1997).

Também sao importantes no estabelecimento da doenca condigcbes
ambientais propicias para a colonizagdo do fungo como, por exemplo, chuvas
fortes de verdo provocando injurias (SERNA, 2011). Na Africa do Sul, D. pinea
€ bem conhecido pela sua capacidade de infectar tecidos injuriados, devido ao
crescente numero de relatos dos sintomas provocados pelo patéogeno apos
chuvas fortes com granizos (SWART; WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1987). No
entanto, Stanosz et al. (1997) reportaram que este fungo € capaz de provocar,
também, infecgao latente em porgdes do caule de mudas de Pinus resinosa em
casa de vegetacdo. Sob condi¢cbes de viveiro, Corréa et al., (2012) relataram
que mudas de P. radiata inoculadas com injuria, desenvolveram lesdes mais
extensas e severas entre os morfotipos de D. pinea testados. Nesse mesmo
estudo, os autores constataram que a frequéncia de reisolamento do patégeno
no estudo foi baixa: em alguns ponteiros, com lesdes, o fungo nao foi reisolado
por nenhum dos métodosutilizados, e em outras situagdes, o fungo foi reisolado
de ponteiros que néo foram inoculados (testemunha) ou que nao apresentaram
lesbes. Esta caracteristica esta ligada, provavelmente a capacidade do D.
pinea de se manter na forma latente nas cascas e nos brotos, comportando-se
como endofitico.

Burgess et al. (2004) comentaram que, como enddfito, D. pinea foi
disseminado pelo mundo, juntamente com as introdu¢cdes de mudasde Pinus.
Com base nessa hipétese, D. pinea pode ter sido introduzido no Brasil a partir
de mudas com infecgdes latentes, durante as primeiras introdugdes de Pinus.

Stanosz et al. (1997) mostraram que as infec¢des latentes s&o bastante
comuns em Pinus que mantem suas sementes fechadas dentro dos cones
como P. radiata e P. patula (SMITH et al.,1996). Nesses pinus o fungo foi
recuperado, mais frequentemente, no tecido medular dos cones e das
sementes, nos quais o fungo colonizava com maior facilidade. Ambos os
autores especularam que esse fendbmeno pode ser uma explicacido para o

rapido desenvolvimento da doencga sob estresse.
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3.6 IMPACTOS ECONOMICOS DE Diplodia pinea

As doencgas causadas pelo D. pinea correm em todo o mundo e sao
associadas com significativos danos econémicos em plantagdes de Pinus na
Nova Zelandia, Australia e Africa do sul. Praticamente todas as espécies do
género Pinus s&do atacadas pelo fungo, mas existem diferencas entre as
especies na suscetibilidade ao ataque entre coniferas e os sintomas e a
severidade da doenca dependem de fatores como o morfotipo do patégeno, a
espécie do pinus, presenca de ferimentos e situagdes que favorecem o
estresses (WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1980b; SWART; WINGFIELD, 1991;
CEDENO et al., 2001).

A literatura apresenta alguns impactos do ataque de D. pinea em
florestas. Na regido central e norte dos EUA houve na metade da década de
1970 uma epidemia em viveiros com P. resinosa, e também com P. banksiana.
Os danos incluiram além dos sintomas tipicos como seca de ponteiros e cancro
da haste, grande mortalidade de mudas recém plantadas ou ja estabelecidas
(acima de 95 %), mas, nesse caso devido a podriddo do colo (STANOSZ;
CUMMINGS CARLSON, 1996). Esse surto continuou sendo notificado,
inclusive em areas onde nunca havia sido documentada. Alguma ocorréncia
como as epidemias verificadas nos parques do estado de Wisconsin e
Florestas do Norte Highland America Legion (NHAL) que ocupa mais de 232
mil hectares no norte de Wisconsin (STANOSZ, 2002) e porgdes no centro
norte de Michigan (STANOSZ, 2002).

Na Africa do Sul, D. pinea é considerado o principal patégeno de pinus,
apesar dos esforgos para reduzir o impacto econémico deste fungo neste pais
(SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD, 1985; ZWOLINSKI; SWART,;
WINGFIELD, 1991). Esse patégeno tem sido reportado, também, no norte de
Sumatra e Indonésia, onde causa seca de ponteiro em varias espécies de
Pinus, incluindo desde o exdtico P. patula até o nativo Pinus merkusii. As
plantacbes de P. patula sd&o comumente estabelecidas adjacentes aos
povoamentos naturais de P. merkusii no Norte Sumatra (SMITH et al., 2000;

DE WET et al., 2008). Estudos tem mostrado que o patdégeno esta presente
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como infecgéo latente em cones maturos com trés anos de idade de P. patula e
P. radiata (SMITH et al., 2000).

D. pinea foi reportado na Estbnia, pela primeira vez, no outono de
2007, apos registro de dois periodos de seca prolongada (2002 e 2006) e
revelando uma dispersdo do patogeno da regido Sul para o Norte da Europa,
seguindo a tendéncia geral de mudancga climatica(STANOSZ et al., 2001).
Hanso e Drenkhan (2009) revelaram, também, que durante o periodo de seca,
ocorrida em 2003, na Europa Central, houve condi¢des favoraveis para surto
de D. pinea.

As doencgas causadas por D. pinea tornaram-se comuns por causa do
plantio de mudas infectadas, incrementada por fatores ambientais favoraveis e
escolha inadequada dos locais de plantios. A monocultura de pinus e as areas
de ocorréncia natural de Pinus com alta densidade de arvores favorecem o
surgimento de focos insetos e de doengas. Os insetos sdo geralmente
associados a infecgdes com Diplodia e desempenham papel importante na
colonizagdo de cambio e tecidos sadios, aumentam a gravidade e impacto da
infeccdo e acrescentando um papel importante na disseminagcdo do fungo
(WINGFIELD; PALMER, 1983; ZWOLINSKI; SWART; WINGFIELD, 1995).

Zwolinski; Swart e Windfield (1995) fizeram importantes observacoes
sobre a associacdo de Pissodes nemorensis e Orthomicus erocuscom
infeccdes de Diplodia apés chuvas de granizo na Africa do Sul. Fungos
oportunistas como Diplodia colonizam e infeccionam arvores suscetiveis apos
ataques de insetos. Quando o pulgéo Cinara cronarti, ataca e estressa arvores
de pinus, ocorre predisposi¢cao das arvores para serem infectadas e mortas por
D. pinea (WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1980b).

Acidentalmente, Leptoglossus occidentalis, um inseto nativo da América
do Norte, foi introduzido na Italia por volta de 1999 causando danos em cones
de varias coniferas, principalmente no Pinus pinea, pinheiro nativo italiano.
Esta espécie também é infectada pelo D. pinea e estda se tornando uma
ameaca cada vez maior na ltalia, porque os pinheiros estdo se tornando mais
suscetiveis ao patégeno, como consequéncia, provavelmente do aquecimento
global. Como o inseto e o fungo ocupam o mesmo habitat (pinhas), parece que
existe uma interagéo positiva entre eles, o que esta facilitando a dispersédo do
fungo (LUCHI et al., 2012).
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Nos EUA, D.pinea é o patégeno que mais provoca danos em plantagoes
de pinus nativos e exoéticos, mas, € raramente encontrado em plantagcdes
naturais de pinus (PETERSON, 1977). Burgess et al. (2004) realizando intensa
coleta de fungos endofiticos em arvores nativas de P. radiata na Califérnia
(USA) constataram somente a presenga do fungo D. scrobiculata, menos
agressivo que o D. pinea. Sinclair et al. (1987) relataram a presenga de D.
pinea em plantios nativos de P. radiata apos eventos de estresse, mas os
danos foram esparsos e raramente levaram a morte das arvores.Portanto, o
impacto ambiental em ambiente nativo, segundo esses autores, é baixo.

Em plantagbes exodticas no Hemisfério Sul, observa-se uma intensa
associagdo de D. pinea com P.radiata comportando-se como patdégeno
endofitico. Essa associagao nao foi evidenciada em areas nativas na Califérnia,
onde apenas o fungo D. scrobiculata havia sido isolado (BURGESS;
WINGFIELD; WINGFIELD, 2001b). Essa distor¢do, (encontrar apenas D.
scrobiculata) estava sendo evidenciada por conta do baixo numero de
individuos de P. radiata encontrado nas populacdes nativas. Apesar de essa
espécie florestal ser o Pinus exético mais plantado no mundo, no seu habitat de
origem ela esta em risco de extingdo resultado de anos de desmatamento no
passado, e com desafios a serem enfrentados nos dias atuais como o
isolamento entre as populagdes, baixa taxa de regeneragcédo devido a
supressao pelo fogo, e a mortalidade acelerada das arvores remanescentes
devido ao cancro resinoso provocado pelo Fusarium circinatum (BURGESS;
WINGFIELD; WINGFIELD, 2001b)

Uma alta suscetibilidade entre as arvores remanescentes de P. radiata
estd sendo observada, consequéncia da limitada diversidade genética
apresentada nas populagbes nativas, e da baixa porcentagem de arvores
resistentes sobreviventes. Essa situacdo € um problema para a sobrevivéncia
das populagdes das florestas de P. radiata no futuro em seu habitat
(BURGESS et al., 2004).

Por conta da natureza endofitica do D. pinea fica dificil prever se o fungo
€ nativo ou se foi introduzido por atividades humanas, nos locais onde o fungo
€ isolado, mas acredita-se que ele esta presente no P. radiata desde o inicio do
seu crescimento (STANOSZ et al., 1995). E de conhecimento corrente que sob

estresse P. radiataé muito suscetivel ao D. pinea, no Hemisfério Sul e muito
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suscetivel ao Fusarium circinatum nas areas nativas (BURGESS et al., 2004).
Tal estresse proporcionaria as condigdes ideais para um surto associado de D.
pinea com F. circinatum, por isso é critico evitar a disseminagéo de D.pinea nos
poucos remanescentes de P. radiata (BURGESS et al., 2004).

D. pinea tem demonstrado habilidade em desenvolver linhagens mais
agressivas. Caso essas linhagens sejam introduzidas nos EUA, existe potencial
de danos e grande impacto ecénomico. Esse fungo esporula rapidamente em
tecidos e restos lenhosos (HILDEBRAND, 2005). Os esporos sao dispersos por
vento, gotas de chuvas, transporte de toras e madeiras infectadas, sementes e
mudas. D. pinea foi isolado do interior de um tronco de madeira que havia sido
processado numa maquina totalmente limpa, borrifada com fungicidas e
inseticidas e fumigada com brometo de metila e embarcada para os Estados
Unidos (UNITED STADE DEPARTMET OF AGRICULTURE, 1992). Esses
fatos fizeram com que o USDA Servigo Florestal, (2008) classificassem esse
fungo com um alto potencial de dispersao e alto potencial de risco econdmico
para os EUA.

Na regido leste e central dos Estados Unidos, espécies arbdreas de
grande importancia econémica e ecolégica como P. resinosa e P. banksiana
foram severamente danificada pelo D. pinea (NICHOLLS; OSTRY, 1990;
PALMER; NICHOLLS, 1985).

Santamaria; Smith e Stanosz,(2011) conduziram um experimento em
Wisconsin para determinar a contribuicdo de D. pinea e D. scrobiculata na
evolucdo da doenca em P. resinosa e P. banksiana através de analises
moleculares para identificacao dos patégenos e para avaliar qual a contribuicao
de cada patégeno no desenvolvimento da agressividade do outro. O
experimento foi conduzido inoculando disco de micélio agar com as duas
espécies de fungo em mudas de P. resinosae P. banksiana. D. pinea mostrou-
se mais agressivo que o D. scrobiculata e ambos foram reisolados de brotos
assintomaticos, resultado semelhante obtido por Corréa et al. (2011; 2012).

Condicao endofitica em tecidos sadios sem causar nenhum dano pode
ser associada ao estado latente do patdogeno. Sob condigdo de estresse em
diversas areas, D. pinea induziu ou agravou mais rapidamente os danos na
planta hospedeira. A seca, segundo Santamaria; Smith e Stanosz, (2006), foi o

componente ambiental que mais predispds para o aparecimento dos sintomas.
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Quando os dois patdogenos foram inoculados juntos na mesma planta houve
diminui¢cao dos sintomas apresentados pelo D. pinea quando comparado com a
inoculagdo isolada, revelando um possivel antagonismo entre os dois
patégenos (SANTAMARIA; SMITH; STANOSZ, 2011).

Sementes de Pinus palustris coletadas no campus da Universidade no
estado de Mississipi mostraram que esta espécie também é suscetivel ao
fungo. D. pinea também foi relatado em plantas de Cedrus spp. Os primeiros
relatos da presenca deste fungo foram registrados em &arvores nos estados
americanos do Alabama, Louisiana e Mississipi (STANOSZ et al., 2009).

P. nigra é nativo da regido do Mediterraneo, onde é a espécie florestal
dominante. Desde sua introdu¢do nos EUA, P. nigra tornou-se a conifera
ornamental mais plantada no pais. No entanto, a seca de ponteiro e cancro
provocado pelo D. pinea regulam o plantio e a expansao desta espécie
florestal. Mudas e arvores adultas s&o infectadas em varios niveis e mortas em
todas as idades em areas de ocorréncia natural nos plantios, em viveiros, areas
de escape e plantios comerciais (BLODGETT; BONELLO, 2003).

O grau de risco apresentado pelo D. pinea para o Pinus taeda e P.
palustris e outras espécies nativas do sul dos Estados Unidos quando
cultivadas em suas areas de distribuicdo natural € desconhecida. No entanto,
existem relatorios que mostram a presencga de seca de ponteiro provocado pelo
Diplodia em pinus nativos do sul dos EUA quando plantados como espécie
exoticas no Hemisfério sul (BLODGETT; BONELLO, 2003).

A principal forma de prevenir Diplodia tem sido o plantio de espécies
resistentes combinado com praticas silviculturais (BROOKHOUSER,;
PETERSON, 1971; PETERSON, 1977; SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD,
1985; STANOSZ, 2002). No entanto, melhoramento genético visando obtencao
de resisténcia € um processo longo e dificil de ser implantado em planta¢des
florestais comerciais. Na Africa do Sul os plantios em areas de risco (com
chuvas intensas no verdo) de indugdo de infeccdo com Diplodiaé fortemente
atado ao replantio de espécies de Pinus suscetiveis por espécies mais
resistentes (GIBSON, 1979; BURDON; CURRIE; CHOU, 1982). A escolha do
local de plantio da espécie € muito importante no manejo da doenca.

Na Africa do Sul, por exemplo, o plantio de P. radiata, espécie

considerada suscetivel ao patdogeno, segue as areas onde ocorrem chuvas de
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inverno e onde as chuvas fortes de verao sao raras. Espécies suscetiveis como
P. patula quando plantadas em areas com maior risco de ocorrer infecgdo com
0 patogeno estdo sendo trocadas por espécies mais resistentes como Pinus
elltiotti (SWART,; WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1987) ou pelo Pinus gregii var.
gregii (SMITH; WINGFIELD; COUTINHO, 2002).

Diversos estudos tem demonstrado que algumas espécie de coniferas
possuem resisténcia natural ao fungo, como por exemplo o P.pinaster que,
segundo Garcia e Diez (2003) apresenta uma boa resisténcia a este patdgeno,
confirmando que existem diferengas de suscetibilidade entre as coniferas.

O uso adequado de praticas silviculturais em conjunto com boas praticas
sanitarias é essencial para prevengao e controle das doengas relacionadas
com D. pinea. A escolha da época correta para se realizar podas nos plantios,
agendando essa tarefa para quando o inoculo do fungo esta baixo nos talhdes
e as condi¢gdes de dispersdo e germinagao do fungo estdo baixas, é uma
estratégia importante, além do cuidado em n&o provocar feridas nas arvores
durante essa atividade (SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD, 1985). Pode-se
diminuir o in6culo quando se retira os restos de galhos apds podas e desbastes
ou realizando um desbaste prematuro, onde se consegue uma diminui¢ao da
umidade nos talhdes e uma menor competicdo por agua e nutriente (GIBSON,
1979).

O uso de controle quimico para controlar o D. pinea € mais utilizado
em viveiros. Como exemplo, duas aplicacbes semanais decalda bordalesasao
mais eficazesdo que uma Unica aplicacdo (PETERSON, 1977, 1981).E
importante que o controle seja realizado nas brotagdes com até dois anos de
idade (PALMER, 1983). Os fungicidas da familia dos benzimidazéis também
sdo indicados para controlar os surtos D. pinea em plantios (STANOSZ et al.,
1995). Para proteger madeiras estocadas do azulamento provocado pelo D.
pinea sao aspergidos DDAC (didecyl dimethyl ammonium chloride) que cria
uma camada protetora que tem potencial para impedir a germinagao dos
esporos e sua penetragao por até 10 dias (THWAITES et al, 2004). Nenhum
quimico, no entanto, protege a madeira onde o fungo ja conseguiu penetrar
(DE WET et al., 2008).
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A adubacdo é considerada um importante fator de influéncia na
incidéncia e severidade de varias doencas. No entanto, em se tratando do D.
pinea, a adubacdo nao diminui o impacto do patégeno. Parece que acontece o
oposto, a incidéncia do D. pinea tende a aumentar em areas que receberam
altas taxas de fertilizantes ou esta com a atmosfera saturada com amoénio
(BLODGETT; HERMS; BONELLO, 2005). Existe uma hipdtese de que o
excesso de fertilizagdo inibiria a acdo do hospedeiro na produgao de lignina e
depdsitos fendlicos, produtos importantes na defesa contra a patégeno
(BLODGETT; HERMES; BONELLO, 2005).

Novos surtos da doenca estdo sendo reportados em espécies antes
relatadas como resistentes, e ao mesmo, novas areas nunca antes acometida
pela doenca estdo sendo notificadas (STANOSZ, 2002; AUER et al., 2011).
Hipoteses estdo sendo estudadas com objetivo de entender essas mudancgas
de comportamento patégeno, como mudanga climaticas (HANSO;
DRENKHAN, 2009), dispersao de linhagens mais agressivas para novas areas
(LUCHI et al., 2012) e aumento de suscetibilidade do hospedeiro para as
infeccbes do patégeno podem ser consequéncia de uma maior facilidade
ambiental que o fungo esta encontrando para desenvolver ou pode ser uma
escolha do hospedeiro entre crescer ou se defender do patégeno (DE WET et
al., 2008).

O uso de hibridos de espécies suscetiveis com espécies resistentes ao
Diplodia em areas reconhecidamente favoraveis ao desenvolvimento do
patogeno tem sido uma estratégia bastante utilizada em varios paises como
Chile e Africa do Sul (DE WET et al, 2008). Os hibridos sdo selecionados para
resisténcia a doengas e depois sdo propagados via estaquia em niveis
operacionais, como por exemplo: Nova Zelandia (Pinus radiata), Australia (P.
radiata e Pinus caribaea x Pinus elliottii), Chile (Pinus radiata e Pinus taeda)
(FURLAN et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia
Florestal, na casa de vegetagao do Laboratério de Propagacao Vegetativa de
Plantas da Embrapa Florestas, Colombo, PR e, no Laboratério de Genética de
Microorganismos, no Centro de Microscopia Eletrobnica da Universidade
Federal do Parana, Curitiba, PR.

4.1 OBTENGAO DOS ISOLADOS

Os isolados de D. pinea utilizados nos diversos experimentos foram
obtidos de material doente de Pinus coletados em 14 diferentes localidades nos

estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo (FIGURA

1),
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FIGURA 1. MAPA DA DISTRIBUICAO DOS LOCAIS DE COLETA DE MATERIAIS DOENTES
COM Diplodia pinea.

FONTE: LABORATORIO DE MONITORAMENTO AMBIENTAL, EMBRAPA FLORESTAS
(2013).
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Foram realizadas duas etapas de isolamento: culturas originais
(isolamento indireto) e culturas monosporicas (isolamento direto)

Para o isolamento indireto em meio de cultivo, utilizaram-se os meios
batata-agar-dextrose-BDA (extrato comercial de batata e agar, 39 g e agua
destilada, 1000 mL) e o meio extrato de malte agar — EMA (15 g de extrato de
malte; 20g deagar e agua destilada, 1000 mL). Dos ponteiros e das mudas
mortas coletadas foram retirados fragmentos de tecidos doentes e frutificagdes
que foram inseridos em placas de Petri com os meios de cultivo. No caso dos
cones foram removidas as bracteas, lavadas as suas superficies e cortadas em
trés a quatro segmentosque foram distribuidos nos meios BDA e EMA. Todas
as placas foram incubadas em camera B.O.D a 24 °C, por trés ou 4 dias.

No isolamento direto, apds confirmagado ao microscépio da presenga de
frutificacbes de D. pinea no material doente, os picnidios formados
foramcuidadosamente retirados com auxilio de um estilete esterilizado e
colocados em tubos de Eppendorf com agua destilada estéril. Este material foi
centrifugado por alguns segundos para sedimentagdo dos residuos e com
auxilio de uma micropipeta retirou-se 300 pL do conteudo dos tubos e
colocadas algumas gotas em placas, que foram espalhadas com auxilio de
uma alga de Drigalski, em meio agar-agar - AA (20 g de agar e agua destilada,
1000 mL). As placas foram examinadas ao microscopio para confirmar a
presencga dos conidios e depois as placas foram incubadas a 24 °C por 2 horas
para germinagdo dos conidios. Neste tipo de isolamento, os isolados
monosporicos foram obtidos diretamente, sem a necessidade dos isolados
originais.

Alguns isolados foram procedentes da mesma localidade, mas com
coletas realizadas em datas diferentes, onde foi acrescentada uma numeracgao
diferente (TABELA 2).
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TABELA 2. PROCEDENCIA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

CODIGOS | LOCALIDADE DOS HOSPEDEIRO PONTO DE DATA DE
ISOLADOS | ISOLADOS COLETA COLETA
DP-6 Sao José do Ouro1/RS Pinus taeda Ponteiro Margo 2006
F-11 Rancho Queimado1/SC Pinus gregii Ponteiro Margo 2006
DP-7 Curitiba1/PR Pinus sp Cones Margo 2006
DP-10 Santa Maria d’'Oeste1/PR  Pinus maximinoi Arvore jovem morta  Janeiro 2006
DP-2 Sao José do Ouro2/RS Pinus taeda Ponteiro Margo 2007
DP-8 Santa Maria d’'Oeste2/PR  Pinus maximinoi Muda morta Janeiro 2007
F-12 Rancho Queimado2/SC Pinus taeda Ponteiro Marco 2007
DP-9 Curitiba2/PR Pinus sp. Cones Margo 2008
G-12 Rancho Queimado3/SC Araucariaangustifolia Ponteiro Margo 2011
C-11 Guarapuava/PR Pinus taeda Ponteiro Margo 2011
B-11 Arapoti /PR Pinus taeda Ponteiro Margo 2011
DP-11 Colombo/PR Pinus taeda Ponteiro Margo 2011
J-11 Jaguariuna/SP Araucariaangustifolia Cone feminino Margo 2011
DP 13 Jaguariaiva/PR Pinus patula Cone feminino Margo 2011
K-11 Lapa/PR Pinus taeda Ponteiro Margo 2011
1-11 Sao Francisco do Sul/SC  Pinus caribea Ponteiro Margo 2011
DP-3 Francisco Beltrao/PR Pinus taeda Ponteiro Margo 2011
H-12 Bituruna/PR Pinus patula Casca de tronco Margo 2011
E-11 Rio Negrinho 1/SC Pinus patula Ponteiro Marco 2012
DP 12 Rio Negrinho 2/SC Pinus patula Ponteiro Agosto 2012
FONTE: O autor (2013)

4.2 OBTENCAO DE CULTURAS MONOSPORICAS

Para a obtencao das culturas monospdricasum disco de micélio de cinco

mm de didmetro foi retirado da colbnia original de cada isolado cultivado por 3
dias em BDA e transferido para placas de Petri com o meio acicula de pinus-
agar - APA (20 g de agar e agua destilada, 1000 mL, suplementado com trés
ou quatro aciculas de pinus estéreis cortadas em fragmentos de 1 cm e
colocadas em placas de Petri autoclavadas e depois recobertas com meio AA,
antes da solidificagdo), segundo método de Basilio et al., (2007). As placas
foram incubadas sob luz fluorescente, a 24 °C, até os picnidios se
desenvolverem, que geralmente iniciam-se apds 14 dias de incubagdo. Os
picnidios (contendo conidios) foram colocados com auxilio de um estilete
esterilizado em tubo de Eppendorf com agua destilada esterilizada, macerados
com bastéo de vidro e misturados em Vortex.

Aliquotas de 100 a 300 pyL da suspensao de conidios (sobrenadante)
foram tomadas com uma micropipeta, colocadas em placas em meio AA e

incubados por duas horas a 24 °C, quando os conidios iniciaram a germinacgao.
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Sob microscopio estereoscopico, os conidiosgerminados foram coletados com
um estilete esterilizado e transferidos para novas placas com meio AA. Cada
placa de Petri com apenas um conidio germinando, apés 7dias de crescimento,
foram repicadas para meio BDA e mantidas em camara B.O.D, a 24 °C. Apés a
confirmacéao da identificagdo de D. pinea, os isolados monospdéricos cultivados
em meio BDA foramtransferidos para tubos de ensaio com meio BDA,
cultivados por 3 dias a 24 °C e depois recobertos com 6leo mineral esterilizado,
e colocados em geladeira a 4 °C, para fim de preservagao. Todos os isolados
foram identificados de acordo com as caracteristicas dos conidios (DE WET et.
al., 2002; 2003) e estdo mantidos na colegao de fungos florestais da Embrapa

Florestas.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea.

4.3.1 Avaliagao cultural das colénias em diferentes meios de cultura

Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio BDA e
incubados em camaras B.0O.D, mantidas a 24 °C. Apds trés dias de cultivo
foram retirados discos de cinco mm de didmetro contendo micélio dos 20
isolados e transferidos para cinco placas de 90 mm de didametro contendo os
meios BDA, EMA e AA. As placas foram incubadas por 20 dias a 24 °C, no
escuro e as avaliagbes realizadas foram para identificar as caracteristicas

culturais como tamanho, cor e forma.

4.3.2 Caracteristicas dos picnidios e conidios ao microscopio 6ético

Os isolados foram repicados em placas de Petri contendo meio BDA e
incubados em camaras B.O.D, mantidas a 24 °C. Apds um periodo de trés dias

de crescimento, os isolado foram repicados para placas de Petri com meio APA
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e foram incubados em B.O.D a 24 °C. Ap6s 14 dias de crescimento, as
coldnias de D. pinea iniciaram a formagao de picnidios. Nesse periodo laminas
foram preparadas para verificar a presenga de conidios maturos, ou seja,
conidios pigmentados e podendo apresentar ou nido septos. Para essa
verificagdo foi necessaria a retirada, em condicdes assépticas, dos picnidios
formados sobre as aciculas e a transferéncia desses para tubos de Eppendorf
contendo 300 pL de agua destilada estéril. Com oauxilio de um bastao de vidro
e um Vortex, os picnidios contendo os conidios maturos foram macerados e
agitados dentro de tubos de Eppendorf para liberar os conidios. Os conidios
liberados ficaram no sobrenadante e foram retirados com auxilio de uma pipeta
de Pasteur, cuidadosamente dispersos em laminas coradas com lactoglicerol
recobertas com as laminulas e levados ao microscopio para avaliar a
maturidade.

Apos confirmacdo da maturacdo dos conidios, as laminas preparadas
foram levadasao microscopio para avaliagao das dimensdes dos conidios. Para
a avaliacdo foram retiradas medidas perpendiculares (largura e comprimento)
dos conidios e picnidios com a régua micrométrica em aumento de 400 X.
Foram avaliados 100 conidios por isolado para determinar as dimensoes,
numero de septos, formato, cor, granulagbes e espessura da parede dos
conidios.

Para determinar o numero de septos foram realizadas avaliagdes da
presenca e auséncia dos septos nos conidios maturos. Quando foram
verificados conidios com diferentes numeros de septos foi realizada contagem
de conidios com septos e a contagem de conidios sem septo, para obtencéo
de uma estimativa da frequéncia de septos por isolado. Essa metodologia se
repetiu para cada isolado.

A espessura da parede dos conidios foi avaliada medindo-se o
espacgopresente entre a parede externa e interna dos conidios com auxilio da
régua micrométrica.

As analises estatisticas foram realizadas sobre o numero de conidios
avaliados aleatoriamente em trés placas de cada isolado e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey pelo programa GENE 5.
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4.3.3 Analise das caracteristicas conidiais por meio da Microscopia Eletrénica
de Varredura

Os isolados foram repicados e colocados para crescer em placas de
Petri contendo meio BDA e incubados em cédmaras B.O.D, mantidas a 24°C.
Apds um periodo de trés dias de cultivo os isoladosforam repicados para
placas de Petri com meio APA e incubados em B.O.D a 24 °C.

Apos confirmacdo da maturidade dos conidios como descrito no item
4.3.2, os picnidios contendo conidios maturos foram transferidos para tubos de
Eppendorf estéreis contendo agua destilada estéril e macerados com auxilio
deum bastao de vidro autoclavado e de um Vortex para liberagao dos conidios.
Aliquotas de 300 pyL do sobrenadante foram tomadas com umamicropipeta e
transferidos para outro tubo de Eppendorf contendo solugcdo fixadora
deKarnovsky (paraformaldeido 2 %, glutaraldeido 2,5 % em tampéao cacodilato
0,1M pH 7.2, a 4 °C) (KARNOVSKY, 1965).0 material foi desidratado em série
de solugao alcodlica crescente (50, 60, 70, 80 e 90 %) e solugdo de acetona
(100 %),sendo que o ponto critico foi obtido em um equipamento Bal-Tec CPD
— 030 com gascarbbnico. Em seguida ocorreu a metalizagdo em ouro obtida
em um equipamento Balzers SCD — 030.

As caracteristicas conidiais pela Microscopia Eletrénica de Varredura
(M.E.V) foram realizadas para observar a presenca de perfuragbes na parede
externados conidios. As analises e documentagao fotografica do material foram
feitas no microscépioeletrénico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de

Microscopia Eletrénica — Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR.

4.4 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

4.4 .1 Efeito da temperatura no crescimento micelial
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Os isolados foram repicados e colocados para crescer em placas de
Petri contendo meio BDA e incubados em cédmaras B.O.D, mantidas a 24°C.
Apos trés dias de crescimento foram retirados discos de cinco mmdediametro
contendo micélio de cada um dos 20 isolados e transferidos para placas de 90
mm de didametro contendo meio BDA. Os discos de cada isolado foram
colocados no centro da placas contendo o meio BDA e incubados emB.O.D, no
escuro, nas temperaturas de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 e 40 °C eenvolvidas
individualmente em filme plastico PVC. O crescimento micelial dosisolados foi
avaliado diariamente durante trés dias. Com auxilio de uma régua foram
realizadasmedidas perpendiculares (comprimento e largura) das colénias de
todas as placas, até que os primeiros isolados atingissem a borda das
mesmas.

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado(D.I.C)
em arranjo fatorial, num total de 900 placas (5 placas de meio BDA x 20 isolado
x 9 temperaturas) e repetido duas vezes. As anadlises estatisticas foram
realizadas sobre o numero de placas em cada tratamento pelo teste de Tukey e
as médias das temperaturas foram comparadas pelo programa STATISTICA
8.0. As variagbes de comportamento entre os isolados nas diferentes

temperaturas foram avaliadas, também, através de analises de regressao.

4.4.2 Efeito da temperatura na esporulagao

Os isolados foram repicados da colecédo de D. pinea do Laboratério de
Patologia Florestal da Embrapa Florestas e colocados para crescer em placas
de Petri contendo meio BDA e incubados em cédmaras B.O.D, mantidas a 24°C.
ApoOs trés dias de cultivo, foram retirados discos de cinco mm dediametro
contendo micélio de cada um dos 20 isolados e transferidos para placas de 90
mm de didmetro contendo o meio APA. Os discos de cada isoladoforam
colocados no centro de placas contendo o meio APA e incubados em camara
B.O.D no escuro nas temperaturas de 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 e 40 °C

eenvolvidas individualmente em filme plastico PVC.



46

Apos 14 dias de cultivo, as colbénias de D. pinea iniciaram aformagao de
picnidios. Avaliagdes ao microscopio foramrealizadas a cada dois dias nas
placas para verificar se ja havia presenga de conidios maturos. Apods
confirmacdo da maturidade dos conidios como descrito no item 4.3.2 os
picnidios contendo conidios maturos foram transferidos para tubos de
Eppendorf contendo agua destilada estéril e macerados com auxilio de um
bastdo de vidro e Vortex para a liberagdo dos conidios e avaliagao
aomicroscopio estereoscopico. O ensaio foi avaliado por um periodo de 54
dias.

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado(D.I.C)
num total de 540 placas (3 placas de meio APA x 20 isolados x 9 temperaturas)
e repetidoduas vezes.As analises estatisticas foram realizadas sobre as
médias dos tratamentos e foram comparadas pelo teste de Tukey pelo
programa STATISTICA 8.0.

45 AVALIAQAO DA AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Diplodia pinea EM
MUDAS DE Pinus taeda E Pinus elliottii var. elliottii

Os isolados foram repicados da colecédo de D. pinea do Laboratério de
Patologia Florestal da Embrapa Florestas e colocados para crescer em placas
de Petri contendo meio BDA e incubados em camaras B.O.D, mantidas a 24
°C. Depois de trés dias de cultivo os isolados foram transferidos para placas de
Petri com meio AA e incubadas a 24 °C

Apo6s 10 dias de incubacgao, as placas de Petri contendo os isolados
foram levadas a camara de fluxo laminar para produg¢do dos indculos. Com
auxilio de um furador de cortiga, as culturas foram perfuradas para produzir
discos de micélio-agar de cinco mm. Placas de Petri contendo apenas meio
com AA também foram furadas para produzir discos de agar sem micélio.

As mudas de P. taeda e P. elliottii var. elliottii utilizadas nesse ensaio
foram produzidas em tubetes de 55 cm® com substrato comercial a base de
vermiculita e casca de pinus, em casa de vegetagdo e se encontravam com

120 dias de idade. Antes da inoculagado, as mudas de P. taeda e P. elliottii var.
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elliottii sofreram injuria (retirada de 3 a 4 aciculas do ponteiro) e realizado no
local da injuria a desinfecgdo em alcool 70 %.

Para a inoculagao, discos de micélio-agar dos 20 isolados foram fixados
com fita adesiva nas mudas e com a face voltada para injuria, durante quatro
dias. Nas plantas testemunhas, foram fixados discos de agar sem o fungo nas
mesmas condi¢des dos discos micélio-agar.

Os ponteiros inoculados das mudas de P. taeda e P. elliottiivar elliottii
foram envolvidos por sacos plasticos transparentes, umedecidos com agua
destilada por 48 h. As mudas foram colocadas em casa de vegetagéo, cuja
umidade e temperatura foram monitoradas. A temperatura maxima da estufa
ficou entre 28 e 30 °C e foi mantida através de resfriamento automatico por
aspersao e por ventilagao através de dois grandes ventiladores dispostos nas
laterais superiores da casa de vegetacdo. Os ventiladores e a aspersdo eram
automaticamente ligados quando a temperatura ultrapassava 30 °C.

Para avaliar a doenga, mediu-se o comprimento da lesdo com o auxilio
de uma régua a partir do ponto de inoculagdo. O experimento foi avaliado
semanalmente durante 30 dias na casa de vegetacdo e consistiu em avaliar os
ponteiros das mudas em busca dos sintomas tipicos da doenca. Dos ponteiros
que apresentavam algum sintoma de seca de ponteiro foram retirados
pequenos pedacos, com uma tesoura limpa com alcool 70 %, que foram
levados ao laboratdrio para avaliagdo no microscépio estereoscédpico. Quando
a presenca de picnidios foi constatada nessesponteiros, foram montadas
laminas coradas com lactoglicerol para verificar ao microscopio apresencga de
conidios de D. pinea.

Apods 30 dias em casa de vegetacéao, iniciaram-se as avaliagbes dos
sintomas em camara umida. Para essas avaliacbes os ponteiros das mudas
foram cortados com tesoura limpa com alcool 70 %, e colocados
individualmente em sacos plasticos umedecidos com agua destilada
esterilizada por 30 dias. Os sacos plasticos contendo os ponteiros foram
identificados através de etiquetas onde se anotava a espécie da muda
inoculada, o numero do isolado inoculado e se na muda havia sintomas do
patégeno antes do ponteiro ser colocado em camara umida.

Os ponteiros, dentro de sacos plasticos, foram colocados com lampada

fluorescente durante 30 dias para isolamento direto e depois foram analisados



48

em microscopio estereoscopico. Quando observada a presencga de picnidios,
foram montadas laminas coradas com lactoglicerol para verificar a presenca de
conidios de D. pinea.

O ensaio foi montado em delineamento em blocos ao acaso comarranjo
fatorial, num total de 420 plantas (duas plantas por parcela, 2 espécies, 20
isolados monosporicos e uma testemunha por tratamento e 5 repeti¢cdes). As
andlises estatisticas foram realizadas sobre o total de mudas em cada
tratamento e as médiasdos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey

pelo programaGENE.5.

4.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

4.6.1 Extracdo de DNA

Os isolados foram repicados e colocados para crescer em placas de
Petri contendo meio BDA e incubados em camaras B.O.D, mantidas a 24 °C.

As extracdes de DNA foram realizada utilizando-se o kit comercial Ultra
Clean Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc.™)
conformeespecificagdes do fabricante.

Com o objetivo de se obter um DNA de boa qualidade livre de meio de
culturae com menor quantidade de proteinas e outros contaminantes, discos de
papel celofane (11 cm de diametro), previamente esterilizados em agua
destilada, foram dispostos sobre a superficie de uma placa de Petri contendo
meio BDA.

Discos dos isolados foram transferidos para diversos pontos sobre o
papelcelofane e incubadas a 24 °C. Apds dois dias de crescimento, foram
coletados varios micélios dos diversos pontos repicados, cerca de 2 mm no
total. A coleta foi realizada cuidadosamentepara nédo romper o papel celofane,
com o auxilio depalitos autoclavados por trés vezes, e transferidos para tubos
de extragdo. As etapas subsequentes seguiram o protocolo descrito pelo

fabricante.
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4.6.2 Sequenciamento das regides 1TS1-5,8S-ITS2 DO rDNA e purificagao.

A identificacdo molecular dos isolados foram realizadas através do
sequenciamento da regido ITS1--5,8S—ITS2 do rDNA. As regides ITS
foramamplificadas com o par de primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990) que
sdouniversais para fungo e permitem amplificar a regido ITS1--5,85—ITS2 do
DNAribossomal. As condi¢cdes da reagdo seguiram o protocolo de White et
al.(1990), modificado por Stringari et al. (2009).

A amplificagdo foi realizada com desnaturacdo inicial de 94 °C por 5
minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 72 °C;
seguido de extenséo final de 3 minutos a 72 °C. A purificagdo de produto de
PCR foi realizada com acetato de aménio e etanol PA. O pellet resultante
foiressuspendido em 15 pL de agua ultra-pura esterilizada. Para reacgao
desequenciamento foi utilizado o Kit DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequency(GE Healthcare®), seguindo as instrugcdes do fabricante.

O produto final da amplificagao foi purificado com Sephadex(Amersham
Pharmacia  Biotech Inc.) e submetida a eletroforese capilar
semiautomaticautilizando a plataforma MegaBACE (GE Healthcare®)

4.6.3 Edicao e analise das sequéncias

A edicdo e o alinhamento das sequéncias foi realizado com auxilio
doprograma MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al.,, 2006) e posterior inspecgéo
visual através do programa BioEdit 7.0 (HALL, 1997). Apds procedimento
dealinhamento, as sequéncias foram comparadas com  outras
sequénciasexistentes no banco de dados (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov.) pelo
programa BLAST (ALTSCHUL et al.,1997) o qual permite detectar similaridade
de uma sequéncia biolégica com sequéncias caracterizadas ja existentes.
Assequéncias obtidas foram comparadas pelo programa Megablast com as
sequéncias de nucleotideos altamente similares do banco de dados de

sequencias de nucleotideos do GeneBank.
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4.6.4 Analise Taxondmica

Apos a edicdo, alinhamento e analise prévia das sequéncias,
essasforam submetidas ao programa Mr. Bayes 3.1.2 (RONQUIST;
HUELSENBECK, 2003) para realizagdo das analises baseadas pelo método
Bayesiano onde omodelo mais apropriado de substituicdo de DNA foi obtido
pelo préprioprograma. Quatro Cadeias de Markov simultaneas foram realizadas
de formaaleatorias a partir de 500.000 geragbes sendo realizadas as
amostragens a cada 100geracgdes. As primeiras 1500 arvores geradas foram
descartadas. Os valoresde Bootstrap foram determinados depois de 103
replicagdes e apenas gruposcom frequéncias > 60% foram mantidos

Todas as arvores taxonémicas foramvisualizadas no programa FigTree e
enraizada utilizando-se Mycosphaerella konae como outgroup (DE WET et al.
2008).

Na analise da regido ITS e 5,8S do rDNA dos isolados de D. pineaforam
utilizadas linhagens como referéncia de D. pinea morfotipo A depositada no
CBS 109727, sequéncia ITS DQ458897; D. pinea morfotipo C depositada no
CBS 109725, sequéncia ITS DQ458896 eD. scrobiculata depositada no
CBS118110, sequéncia ITS AY253292.

As linhagens referéncia Type Strain sdo reconhecidas como ummembro

taxondémico do nivel de espécie (TABELA 3).

TABELA 3. CcODIGO DAS SEQUENCIAS REFERENCIAS UTILIZADAS NO
SEQUENCIAMENTO
TYPE MORFOTIPO REFERENCIAS
1 DQ458897 Diplodia pinea Type A* ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006
2 AY 253290 Diplodia pinea A DE WET et al (2000)
3 DQ458896- Diplodia pinea Type C ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006
4  AY 253294  Diplodia pinea C ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006
5 AY253292 Diplodia Scrobiculata Type DE WET et al.,2003
6  AY623704 Diplodia Scrobiculata De WET et al.,2009
7  AY623705 Diplodia Scrobiculata DE WET et al.,2009
8 DQ458899 Diplodia Scrobiculata ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006
9 AY160196 Diplodia pinea FLOWERS; HARTMAN; VAILLANCOURT, 2003

10 AY260085.1 Mycosphaerella konae outgroup  DE WET et al, 2003

*As anotagdes em negritos sdo as sequéncias referénciaspara a espécie Diplodia pinea, para o
morfotipo A e C e para a espécie Diplodia scrobiculata.
FONTE: O autor (2013)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

5.1.1 Avaliagdo morfoldgica das colénias em diferentes meios de cultura

Em meio AA, a 24 °C, os isolados de D. pinea apresentaram,
inicialmente, micélio ralo e de coloragdo marrom escura. Apos 20 dias, as
coldnias apresentaram ainda micélio ralo e a coloragao final foi cinza chumbo.

Em meio BDA e EMA, a 24 °C, os isolados apresentaram, inicialmente,
micélio de coloracdo branca, tornando-se cinza esverdeado e aspecto
cotonoso. A medida que as colénias foram envelhecendo os isolados tornaram-
se cinza chumbo. Apds 20 dias de cultivo, a maioria dos isolados apresentou
aspectos culturais semelhantes em meio BDA e EMA: micélio aéreo macio e
cotonoso com uma coloragdo cinza chumbo no reverso da placa, formando
pontos brancos macios e cotonoso na parte superior do micélio ou tornando-se
com uma coloragéo cinza clara (FIGURA 2 A, B, C).

Alguns isolados, apds 20 dias de incubacédo, apresentaram variagbes
como miceélio aéreo macio cotonoso de coloragéo cinza esverdeada (FIGURA 2
D). Outras variagbes foram pontuais como as bordas lobadas apresentadas
pelo isolado G12 nos meios BDA e EMA (FIGURA 2E) e o micélio escuro e
prensado em meio EMA encontrado no isolado DP8 (FIGURA 2F).

As variagbes nas caracteristicas culturais encontradas nesse estudo
foram verificadas também em outros trabalhos. Jacobs e Rehner (1998) e Kay
et al. (2002) trabalhando com D. pinea revelaram que existe uma tendéncia
desse fungo em exibir conidios pleomoérficos e plasticidade em cultura

dependendo das condi¢des de cultivo.
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FIGURA 2. VARIACAO CULTURAL DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea CULTIVADOS EM
MEIO BDA E EMA E INCUBADOS POR 20 DIAS, A 24 °C. A (DP13) B (E11), C (DP10)
CULTURAS TIPICAS EM MEIO BDA E EMA. D-(B11) MICELIO CINZA ESVERDEADO EM
BDA. E- (G12) MICELIO COM BORDAS LOBADAS EM MEIO BDA E EMA. E- (DP8) MICELIO
PRETO PRENSADO EM EMA.

FONTE: O autor (2013)

Culturas com bordas lobadas encontradas no isolado G-12, ja foi
relatada em isolados de D. pinea quando cultivados em meio de cultura com
deficiéncia nutricional (RAMIREZ, 2007). Como nesse trabalho o meio de
cultura foi o mesmo para todos os isolados e essa variagao foi observada
apenas no isolado G-12, pode-se suspeitar que a variagdo fosse
intraespecifica, que pode ocorrer dentro de isolados da mesma espécie.

As caracteristicas culturais atribuidas ao fungo D. scrobiculata(ex
morfotipo B, segundo DE WET et al., 2003) sdo micélio com coloragao branca
ou preta e prensado em BDA. Nenhum isolado, exceto DP8, apresentou essas
caracteristicas culturais e apenas no meio EMA.

As caracteristicas culturais observadas nos isolados D. pinea nos
meios BDA e EMA foram compativeis para o morfotipo A de D. pinea nos
mesmos meios (PALMER; STEWART; WINGFIELD, 1987; SWART;
WINGFIELD, 1991; DE WET et al., 2003).
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5.1.2 Caracteristicas dos picnidios e conidios em microscépio 6tico.

As dimensbes dos picnidios ficaram entre 350 e 600 pm. Poucos
trabalhos apresentam como resultados as medidas dos picnidios de D. pinea,
provavelmente porque a maioria é macerada para liberar os conidios.
Fernandez et al (2010) citam medidas de picnidios entre 250 a 300 um e Luchi,
Capretti e Bonello (2007) citam medidas entre 429 a 648 pym para os picnidios
de D. pinea. Os vinte isolados de D. pinea apresentaram picnidios de forma
variada em meio APA, normalmente globosa (FIGURAS 3A e 3C), imersa,
separada ou agregada, marrom escuro ou preto, parede grossa composta,
ostiolo central (FIGURA 3B), circular e papilar.

FIGURA 3. PICNIDIOS DE ISOLADOS DE D. pinea. A- PICNIDIOS EM LENHO DE Pinus
AUMENTO DE 20X. B- PICNIDIO COM OSTIOLO (SETA BRANCA) AUMENTO DE 450X. C-
FORMACAO DE PICNIDIOS (SETA BRANCA) SOBRE ACICULAS EM MEIO APA (AUMENTO
DE 40 X.

FONTE:O autor (2013)

Os conidios apresentaram-se hialinos (FIGURA 4A) quando estavam
dentro do picnidio e parede com espessura (FIGURAS 4B e 4C) entre 0,1 e 1,0
pm. Foram observadas células conidiogénicas hialinas, ao microscopio 6tico,
como relatado por Phillips (2005). Os picnidios cresceram sob e sobre a
superficie do agar dependendo da posigao das aciculas no meio de cultura e
essas aciculas foram usadas pelo fungo como suporte para formagao das

estruturas reprodutivas.



54

FIGURA 4. CONIDIOS IMATUROS DE Diplodia pinea. A. CONIDIO HIALINO. B. e C.
ESPESSURA DAS PAREDES DOS CONIDIOS (AUMENTO DE 200 X)
FONTE: O autor (2013)

Apds a liberagcdo dos conidios, esses apresentaram coloragao
amarelada tornando-se marrom escura (FIGURA 5A) ou marrom esverdeada
(FIGURA 5B) com a maturidade. Quanto a forma, os conidios apresentaram-se
na maioria oblonga a clavada (FIGURA 5C), alguns elipséides ou retos,
asseptados ou septados, parede ornamentada na superficie interna, apice
obtuso e base truncada (FIGURA 5D).

& | . -.

FIGURA 5. CONIDIOS MATUROS DE Diplodia pinea A- CONiDIOS MARRONS ESCUROS
(AUMENTO DE 200 X). B-CONIDIOS MARRONS ESVERDEADOS (AUMENTO DE 200 X). C-
CONIDIO OBLONGO (AUMENTO DE 200 X). D- CONIDIOS COM BASE TRUNCADA
(AUMENTO DE 400 X).

FONTE: O autor (2013)

A maioria dos conidios ndo apresentou septo. No entanto, os isolados

I-11, DP-2, E-11, J-11, DP-11 e DP-9 apresentaram um septo nas proporgdes
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de 12 %, 4 %, 2 %, 70 %, 70 % e 2 %, respectivamente. Os isolados K-11,
apresentaram 70 % dos conidios sem septo (FIGURA 6A), 20 % dos conidios
com um septo (FIGURA 6B), 7 % dos conidios com 2 septos (FIGURA 6C) e 2
% dos conidios com 3 septos (FIGURA 6D). Com o isolado K-11 houve,

também, casos especiais de conidios com varios septos (FIGURA 6E).

FIGURA 6. CONIDIOS MATUROS DE Diplodia pinea. A-CONIDIO SEM SEPTO. B- CONIDIO
COM UM SEPTO. C- CONIDIO COM DOIS SEPTOS. D- CONIDIO COM 3 SEPTOS. E-
CONIDIO COM VARIOS SEPTOS (AUMENTO DO 400X)

FONTE: O autor (2013).

As dimensbes médias dos isolados de D. pinea variaram entre 30,1 a
39,9 um de comprimento e 12,9 a 16 ym de largura (TABELA 4).

As dimensdes estdo compativeis com as medidas descritas por Sutton
(1980) para D. pinea, entre 30 a 45 ym de comprimento e 10 a 16 ym de
largura. As dimensdes para o morfotipo A variam entre 34,3 a 39,4 ym de
comprimento e 12, 6 a 12,8 ym de largura, enquanto que as dimensdes
morfotipo C variam entre 37 a 41,5 ym de comprimento e 13 a 15 uym de
largura (DE WET et al., 2002). Mas, de acordo com esses autores a unica

medida valida para avaliagao dos conidios de D. pinea € o comprimento.



TABELA 4. DIMENSOES (VARIACAO E MEDIA) DOS CONIDIOS DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

ISOLADO COMPRIMENTO(um) | MEDIA(pm) | LARGURA(um) | MEDIA(um) SEPTOS Provavel morfotipo
Presenca | Frequéncia
C-11 35,90-39,90 37,92 a 14,9-15,9 15,38 ab - A/IC
DP-8 36,96-38,50 37,73 a 14,23-15,0 14,615abc - AIC
DP-10 36,00-38,80 37,41 a 14,34-15,0 14,78 abc - AIC
DP-9 33,1-38,4 36,20 ab 12,8-12,2 12,21¢c + Raros A
DP-7 33,2-38,9 36,05 ab 13,9-14,1 14,0cd - A
DP-6 34,86-36,26 35,69ab 13,84-4,98 14,41bc - A
DP-2 34,30-37,0 35,65 ab 13,8-15,0 14,4 bc + Raros A
DP-3 32,2-36,8 34,52 abc 15,23-15,6 15,30ab - A
F-12 32,1-34,34 33,53 bed 14,98-15,0 15abc - A
DP-12 30,96-35,98 33,46 bcd 15,23-15,4 15,30ab - A
E-11 33,27-35,0 33,45 bed 15,0-15,76 15,31ab - A
G-12 32,5-34,0 33,43 bed 14,97-15,2 15abc - A
F 11 31,5-35,0 33,29 bed 14,9-15,1 15abc - A
1-11 31,48 31,94 31,75 cde 14,95-16,0 15,74 a + Raros Diplodia pinea™*
H-12 30,44-33,96 31,24 cde 13,38-14,8 14,1cd - "
K-11 31,5-31,96 30,44 def 14-14,42 14,41bc + Frequente "
B-11 30,4-30,98 30,27 def 14,98-14,9 14,9abc - "
DP-13 31,2-30,3 30,23 def 15,1- 14,9 15abc - "
J-11 31,1-30,3 30,21 def 15,2-14,8 15 abc + Frequente "
DP-11 30,1-30,3 30,1 def 12,9-13,1 13de + Frequente "

*Médias seguidas por letras mindsculas (coluna) iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si (P < 0,05, Tukey). Média de 100 conidios por isolado.

**As medidas sao compativeis para Diplodia pinea.

FONTE: O autor (2013).
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Os resultados revelaram que existem diferencas estatisticas entre trés
grupos que se formaram pelos isolados de D. pinea. O primeiro grupo foi
formado entre os isolados DP10, DP8, C11, cujo comprimento médio dos
conidios variou entre 37,92 e 37,41 ym e ficaram entre os maiores conidios
encontrados. O segundo grupo foi formado entre os isolados DP2, DP6, DP7,
DP9, DP3, F-11, F-12, G-12, E-11, DP-12 cujo comprimento médio dos
conidios variou entre 36,20 e 33,29 um. O terceiro grupo foi formado entre os
isolados 1-11, H-12, B-11, DP-13, J-11, DP-11, K-11, cujo comprimento médio
variou entre 31,75 e 30,1 ym e foram os menores conidios encontrados
(GRAFICO 1).

39 -
38 - T
37 -
36 -
35 -
34 -
33 -
32
31
o ]
29

1 2 3

GRAFICO 1. APRESENTAGCAO DOS TRES GRUPOS FORMADOS PELA VARIACAO MEDIA
DOS COMPRIMENTOS DOS ISOLADOS DE D. pinea. INTERVALO DE CONFIANCA
GRUPO1 (0,35 %), GRUPO 2 (0,118 %) E GRUPO 3 (0,095 %)

FONTE: O autor (2013)

As medidas apresentadas para o primeiro grupo sugerem que O0S
isolados do primeiro grupo representam o morfotipo A/C e que as medidas
apresentadas para os isolados do segundo grupo representam o morfotipo A.
Os isolados do terceiro grupo apresentaram medidas compativeis com o D.
pinea.

Palmer, Stewart e Wingfield (1987) descreveram o morfotipo B de D.
pinea com medidas conidiais entre 33,5-34,3 um de comprimento e 11,6-12,1
pm de largura. O morfotipo B de D. pinea que atualmente foi reclassificado

como D. scrobiculata (DE WET et al., 2003) foi descrito por esses autores
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como tendo medidas conidiais entre 37,5-41,5 ym de comprimento e 13-15,5
pm de largura. Os resultados das analises desse trabalho mostraram que
nenhum dos 20 isolados pertence a espécie D. scrobiculata, portanto essas
diferengcas entre as medidas conidiais foram apenas relatadas, mas nao
discutidas. No entanto, muitos autores chamam atengao para a interface que
ocorre entre as medidas dos conidios e que essa caracteristica deve ser usada
com cuidado, quando wusada isoladamente como determinante na
caracterizagdo dos morfotipos (WANG et al., 1985; WANG; BLANCHETTE;
PALMER, 1986, JACOBS; REHNER,1998; SWART et al., 1991, SWART;
WINGFIELD, 1991).

5.1.3 Caracteristicas conidiais por meio de Microscopico Eletrbnica de

Varredura

Os conidios dos 20 isolados fotografados ao M.E.V (FIGURA 7)
apresentaram com parede lisa compativel com os morfotipos A ou C (PALMER,
STEWART e WINGFIELD, 1987; DE WET et al, 2003). Nenhum isolado

pertence a espécie D. scrobiculata.

<
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FIGURA7. CONIDIOS EM MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (M.E.V). A
ESQUERDA CONIDIO DO ISOLADO F-12, NO CENTRO CONIDIOS DO
ISOLADO F-11, A DIREITA CONIDIOS DO ISOLADO DP-8.

FONTE: DONATTI, L. (2013)
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O morfotipo C possui conidios com dimensdes maiores que o morfotipo
A e sao mais agressivos (DE WET et al., 2002; 2003). As fotografias em M.E.V
confirmaram a tendéncia observada nas analises das medidas dos conidios,
discutidas no item 5.1.2, que indicava a presenca de D. pineado morfotipo A ou
C.

Segundo Wang et al. (1985) os conidios com parede lisa séo
compativeis com, o morfotipo A e os conidios com parede perfurada sao
compativeis com D. scrobiculata (DE WET et al. 2002, 2003) Esses autores
ressaltaram que as diferengas obtidas por fotografia em microscopia eletrénica
da parede dos conidios sdo as unicas evidéncias morfolégicas consideradas
consistentes para diferenciar os morfotipos A da espécie D. scrobiculata
(WANG et al., 1985, WANG, BLANCHETTE, PALMER, 1986; PALMER,
STEWART e WINGFIELD,1987; DE WET et al., 2003.).

WANG et al. (1985) ressaltaram também que as perfuragdes sao visiveis
apenas em conidios maturos. Pelas caracteristicas reveladas ao M.E.V
nenhum dos 20 isolados pertence a espécie D. scrobiculata porque né&o

apresentaram parede com perfuragdes (FIGURA 7).

5.2 CARACTERIZAGAO FISIOLOGICA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

5.2.1 Efeito da temperatura no crescimento micelial

ApoOs trés dias de cultivo micelial, os primeiros isolados de D. pinea
atingiram a borda da placa de Petri (90 mm). Os resultados revelaram que
nenhum dos isolados se desenvolveu nas temperaturas 8 e 40 °C.

Os isolados 111, DP11, B11, DP13, DP12 e E11 cresceram a
temperatura de 36 °C.

Os resultados para o crescimento dos isolados revelaram que nas
temperaturas de 12 e 16 °C o isolado E11 teve um crescimento de 19,75 mm e

foi significativativamente maior do que os outros isolados.
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TABELA 5. CRESCIMENTO MICELIAL FINAL (MM) DE 20 ISOLADOS DE Diplodia pinea SOB
DIFERENTES TEMPERATURAS EM MEIO BDA APOS 3 DIAS.

Temperaturas (° C)

ISOLADO 8 | 12 | 16 | 20 | 24 | 28 | 32 | 36 | 40
J11 0,0 10,1cdefg 15,0cdefg 33,1gh 44,75¢ 58,4bc  0,0e 0,0d 0,0
DP-7 0,0 16,1abc 20bcdef 37,75gh 63,1bc 75,6ab  30,0b 0,0d 0,0
I-11 0,0 10,1cdefg 21,5abcde 35,25gh 67,1bc 85,0a 85,0a 85,0a 0,0
DP-3 0,0 11,1bcdef  19,6bcdef 20,0i 75,0bc 85,0a 30,0b 0,0d 0,0
K-11 0,0 8,4efg 15,4cdefg 40,0defg 75,25bc  85,0a 85,0a 4,0c 0,0
DP-9 0,0 5,1g 9,759 37,75defgh  85,0a 85,0a 17,6¢ 0,0d 0,0
DP-10 0,0 6,7efg 9,69 41,7def 85,0a 85,0a 5,9de 0,0d 0,0
H-12 0,0 7,25fg 15cdefg 75,0a 85,0a 85,0a 85,0a 0,0d 0,0
DP-11 0,0 8efg 24, 4abc 45,0de 85,0a 85,0a 85,0a 85,0a 0,0
DP-6 0,0 8,1efg 22,75defg 44,6defg 85,0a 85,0a 7,1de 0,0d 0,0
DP-2 0,0 8,4efg 16,9cdefg 63,9b 85,0a 85,0a 6,5de 0,0d 0,0
B-11 0,0 8,5defg 12fg 33,75 gh 85,0a 85,0a 85,0a 85,0a 0,0
F-11 0,0 9,75defg 13,25efg 45,25d 85,0a 85,0a 85,0a 0,0d 0,0
G-12 0,0 9,75defg 15,25cdefg 38,1fgh 85,0a 85,0a 11,1cd 0,0d 0,0
DP-13 0,0 10,3cdefg 15,25cdefg 55,1c 85,0a 85,0a 85,0a 85,0a 0,0
DP-12 0,0 10,75bcdef 19,75bcdef 55,75¢c 85,0a 85,0a 85,0a 85,0a 0,0
F-12 0,0 13,6bcd 26,4abcde 65,25b 85,0a 85,0a 0,0e 0,0d 0,0
DP-8 0,0 14,1bcde 26,25ab 38,1efgh 85,0a 85,0a 5,0de 0,0d 0,0
C-11 0,0 16,5ab 20bcdef 40,0defg 85,0a 85,0a 0,0e 0,0d 0,0
E-11 0,0 19,75a 32,1a 55,5¢ 85,0a 85,0a 85,0a 46,8b 0,0
Média 0,0 5,31 9,37875 22,32125 42,505 41,475 19,3 13,70 0,0
Ccv 0 0,59 2,842 6,768 0,16 0,15 2,03 291 0

Desvpad. 0 3,15 0,68 0,68 6,7 6,23 39,2 3994 0

Ensaio repetido 2 vezes. As temperaturas limitrofes (8 e 40 °C) foram repetidas 5 vezes. Médias seguidas
por letras minusculas (coluna) iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si (P < 0,05, Tukey).
FONTE O autor (2013)

Na temperatura de 20 °C, o isolado H12 apresentou crescimento de
75,0 mm e foi significativamente maior do que dos outros isolados nessa
temperatura, sendo seguido pelos isolados F12 e DP2 com crescimento acima
de 60,0 mm e pelos isolados E11 e DP12 com crescimento acima de 55 mm. O
crescimento dos outros isolados ndo apresentou diferenga significativa.

Na temperatura de 24 °C os resultados revelaram que nao houve
diferencas entre o crescimento dos isolados DP-9, DP-10, H-12 DP-11, DP-6,
DP-2, B-11, F-11, G-12, DP-13, DP-12, F-12, DP-8, C-11, E-1, crescendo 85
mm cada, seguido pelos outros isolados que nao apresentaram diferengas
significativas entre eles.

Na temperatura de 28 °C os resultados revelaram que apenas o
isolado J11 teve um crescimento significativamente menor do que os outros
isolados que cresceram 85 mm cada.

Na temperatura de 32 °C os resultados revelaram que nao houve

diferengas significativas no crescimento dos isolados DP12, DP13, B11, DP11,
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I 11, K11, H12, F11, crescendo 85 mm cada, sendo seguido pelos isolados D3
e DP7 que cresceram 30 mm cada e pelo isolado DP9, crescendo 17,9 mm. O
crescimento dos outros isolados n&o apresentou diferencgas significativas.

Na temperatura de 36 °C, os resultados revelaram que nao houve
diferengas significativas no crescimento dos isolados DP12, DP13, DP11, 111,
B11, crescendo 85 mm cada, sendo seguido pelo isolado E11, com
crescimento de 46,8 mm. O crescimento do restante dos isolados néo
apresentou diferengas significativas.

O teste de média das temperaturas revelou que ndo houve diferencas
estatisticas significativas no crescimento dos isolados entre as temperaturas
12, 32, 36 °C e entre as temperaturas 24 e 28 °C. E que houve diferencas
significativas entre o crescimento dos isolados nas temperaturas 12 e 16 °C; 16
e 24°C; 28 e 32 °C.

A temperatura média maxima de crescimento dos isolados e o

comportamento temporal foi obtido pela analise de regressao (TABELA 6)

TABELA 6. ANALISE DE REGRESSAO DO CRESCIMENTO MICELIAL 20 ISOLADOS DE
Diplodia pinea EM MEIO BDA SOB DIFERENTES TEMPERATURAS

CODIGO ISOLADO | R’ | REGRESSAO | PONTO MAXIMO
F-12 0,6248  y=-0,2956x" + 13,88x — 95,755 23,478
J-11 0,6435 y=-0,1691x" + 7,9693x - 52,91 23,564
C-11 0,5451  y=-0,2619x"+ 12,387x - 86,161 23,648
DP-8 0,5825  y=-0,2668x"+ 12,648x - 88,248 23,703
H-12 0,5879  y=-0,3037x" + 14,402x - 103,65 23,711
DP-2 0,6258  y=-0,2891x"+ 13,753x - 98,757 23,786
F-11 0,5390  y=-0,2673x"+ 12,765x - 92,388 23,878
DP-6 0,6035 y=-0,2764x"+ 13,202x - 95,112 23,882
G-12 0,5748  y=-0,2667x" + 12,853x - 94,38 24,096
DP-10 0,5386  y=-0,2655x" + 12,801x - 95,058 24,107
DP-7 0,7096  y=-0,2352x" + 11,329x - 79,373 24,372
DP-9 0,5785  y=0,2685x"+ 13,088x - 99,096 24,446
DP-3 0,5757  y=-0,2438x" + 11,92x - 87,904 24,446
K-11 0,6526  y=-0,2949x"+ 14,869x - 115,98 25,210
E-11 0,8408 y=-0,3179x" + 16,077x - 118,93 25,286
DP-12 0,7291  y=-0,2882x"+ 15,427x - 121,14 26,764
DP-13 0,7133  y=-0,2854x" + 15,342x - 121,67 26,878
DP-11 0,7139  y=-0,2796x" + 15,056x - 119,09 26,924
B-11 0,5771  y=-0,2598x" +14,246x - 115,78 27,417
I-11 0,6524  y=-0,2417x"+13,273x - 105,34 27,458
MEDIA GERAL 24,835

FONTE: O autor (2013)
Os dados obtidos pela regressdo mostraram que o ponto maximo de

temperatura dos isolados variou entre 23,47 °C para o isolado F12 e 27,45 °C
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para o isolado I-11 e que a temperatura média maxima para os 20 isolados foi
de 24,84 °C .

A temperatura para crescimento média maxima € um dado importante
em uma caracterizagao fisioldgica, porque mostra qual a temperatura mais
adequada para a incubagéao e cultivo. Essa temperatura variou de 23,47 °C (F-
12) a 27,46 °C (I-11). Deve-se ressaltar que quanto as temperaturas testadas a
melhor temperatura para crescimento micelial encontrada foi de 28 °C e a
média geral foi de 24,8 °C.

A temperatura 6tima de crescimento para D. pinea, segundo alguns
autores, foi relatada de 25 °C (SWART; KNOX-DAVIES; WINGFIELD, 1985;
PALMER; STEWART; WINGFIELD, 1987). No entanto, estudos realizados por
Vasiljevic e Glavonjic (2011) sobre o efeito da temperaturano
crescimentomicelial de D. pinea revelaram que o crescimento 6timo em meio
BDAocorreu entre as temperaturas de 25 °C e 28°C, mas que a temperatura
otima foi de 28°C. Esse mesmo estudo revelou que o fungo cresceu bem nas
temperaturas entre10 °C e35 °C, mas que um pequeno numero de isolados
cresceu também entreas temperaturas de 4 °C e40 °C, em BDA, e que apenas
nessas temperaturas ndo foram verificadas diferengcas decrescimentoentre os
isolados.

Nenhum isolado nesse estudo foi avaliado na temperatura de 4 °C,

porque ja ndo houve crescimento na temperatura de 8 °C.

5.2.2 Efeito da temperatura na esporulagao

Pode-se observar que ndo houve formacgao de picnidios em nenhum
isolado nas temperaturas de 8, 36, 40 °C (TABELA 7). Os resultados revelaram
que a producao de picnidios e conidios variou de acordo com a temperatura
em que os isolados foram colocados para cultivo, em meio APA. Observou-se
desenvolvimento preferencial dos picnidios sobre e sob aciculas. Esses
resultados concordam com os resultados de outros autores (WANG et al.,
1985).
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Os isolados apresentaram picnidios inicialmente claros e com o passar
do tempo foram escurecendo, ficando apds 7 dias, com tonalidade marrom

escura para preta.

TABELA7. TEMPO DECORRIDO PARA DESENVOLVIMENTO DE PICNIDIOS NOS 20
ISOLADOS DE Diplodia pinea EM DIFERENTES TEMPERATURAS EM MEIO

APA
Temperaturas (° C)
ISOLADOS 8 | 12 | 16 | 20 24 | 28 | 32 | 36 40
B-11 - 12 12 8 8 8 12 - -
H-12 - - 06 6 6 6 6 - -
DP 11 - 26 14 14 14 14 14 - -
DP-7 - - 12 12 6 6 12 - -
DP-9 - - 12 7 6 6 13 - -
DP-3 - 15 8 8 8 8 15 - -
C-11 - 27 16 8 8 8 13 - -
J-11 - 27 33 15 15 14 - - -
DP-13 - 12 12 8 8 8 12 - -
K-11 - 33 08 8 8 8 8 - -
E-11 - 27 08 8 8 8 8 - -
DP-12 - 25 08 8 8 8 8 - -
F-11 - 13 05 13 5 5 5 - -
F-12 - 13 05 5 5 5 5 - -
G-12 - 25 10 13 6 7 - - -
-11 - 27 33 27 6 6 25 - -
DP-6 - 25 08 8 5 5 5 - -
DP-2 - 25 10 9 6 6 6 - -
DP-10 - 33 15 8 8 8 8 - -
DP-8 - 33 15 8 8 8 8 - -

O simbolo (-) significa que ndo houve formacao de picnidios
FONTE: O autor (2013).

O desenvolvimento dos picnidios iniciou-se entre 6 a 15 dias apoés a
incubacao, nas temperaturas entre 24 e 28 °C, com excec¢édo do DP-7 e H-12
que formaram picnidios nas temperaturas de 12, 16 e 32 °C, com 33 dias de
incubacgao.

Os resultados revelaram variacdo na formacdo de picnidios,
evidenciando-se desenvolvimento de picnidios desde a temperatura de 12 até
32 °C. Em 2007, Basilio relatou que os isolados de D. pinea avaliados
produziram picnidios com 7 a 10 dias de incubacgao sob luz constante em meio
APA, e que em nessas condicbes também foram observadas variagdes entre
os isolados. Conidios hialinos (imaturos) podiam ser observados dentro dos
picnidios com 7 a 14 dias apos o surgimento dos picnidios. No entanto, o

tempo para a maturacdo dos conidios apresentou ampla variagao.
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Os isolados de D. pinea apresentaram conidios maturos apoés 30 dias
de incubacao a 24 °C (TABELA 8). Nas temperaturas de 12, 16 e 32 °C apenas
o isolado DP-6 apresentou conidios maturos apos 38, 51 e 51 dias de
incubagdo, nas respectivas temperaturas. Na temperatura de 20 °C
apresentaram conidios maturos os isolados de H-12, DP-11, DP-7, E-11, DP-
12, F-11, I-11 e DP-6.

TABELA 8. TEMPO DECORRIDO PARA FORMAGCAQ DE CONIDIOS MATUROS NOS 20
ISOLADOS DE Diplodia pinea EM DIFERENTES TEMPERATURAS EM MEIO

APA
Temperaturas (° C)

ISOLADOS 8 | 12 | 16 | 20 | 24 [ 28] 32 | 36 | 40
B-11 - - - - 54 - - - -
H-12 - - - 51 - - - - -
DP-11 - - - 48 - - - - -
DP-7 - - - 48 - - - - -
DP-9 - - - - 48 - - - -
DP-3 - - - - 48 - - - -
C-11 - - - - 51 - - - -
J-11 - - - - 51 - - - -
DP-13 - - - - 54 - - - -
K-11 - - - - 54 - - - -
E-11 - - - 31 31 31 - - -
E-11 - - - 31 30 31 - - -
F-11 - - - 31 30 30 - - -
F-12 - - - 31 30 30 - - -
G-12 - - - - 35 - - - -
I-11 - - - - 35 - - - -
DP10 - 51 51 48 48 54 48 - -
DP-2 - - - - 48 54 - - -
DP-6 - - - - 48 54 - - -
DP-8 - - - - 48 54 - - -

O simbolo (-) significa que n&o houve formagéo de conidios.
FONTE: O autor (2013).

Na temperatura de 24 °C apresentaram conidios maturos os isolados
B-11, DP-9, DP-3, C-11, DP-13, J-11, K-11, E-11, DP-12, F-11, F-12, G-12, I-
11, DP-6, DP-2, DP-10 e DP-8. Nao formaram conidios maturos nessa
temperatura apenas os isolados H 12, DP-11 e DP-7, que formaram conidios
maturos na temperatura de 20 °C.

Na temperatura de 28 °C apresentaram conidios maturos os isolados
F-12 e DP-6. Esse resultado chama atencao porque os 20 isolados avaliados
cresceram muito bem na temperatura de 28 °C, no entanto nessa mesma

temperatura apenas oito isolados conseguiram desenvolver esporos maturos.
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Apesar da temperatura 6tima para crescimento micelial e desenvolvimento de
picnidios encontrada nesse estudo ter variado entre 24 e 28 °C, os isolados
apresentaram conidios maturos, principalmente, na temperatura de 24 °C,
seqguido pela temperatura de 28 e 20 °C.

Basilio et al. (2007) evidenciaram que para se obter uma boa quantidade
de conidios maturos nos isolados em temperatura de 25 °C sob luz constante
foi necessario deixa-los em incubagao por pelo menos 30 dias. Os isolados E-
11, DP-12, F-11 e F12 desenvolveram conidios maturos nas temperaturas de
24 e 28 °C, com 30 dias de incubac&o, menor tempo registrado nesse estudo.
O isolado DP-10 foi o unico que apresentou conidios maturos em quase todas
as temperaturas avaliadas (12, 16, 20, 24 e 28 °C). As diferengas apresentadas
por esses isolados podem estar revelando uma vantagem fisiologica frente aos
outros isolados, pode torna-los mais competitivos que os outros isolados. A
capacidade em desenvolver conidios maturos numa velocidade superior pode
permitir que esses isolados dispersem seus esporos antes. Além disso, a
capacidade em desenvolver conidios maturos em uma ampla faixa de
temperatura pode permitir que o isolado sobreviva, reproduza e se disperse
para todos os Biomas do Brasil. Os isolados F-11 e F12 e o isolado DP10 ja
tinham se revelado como bastante agressivos em estudos anteriores, relatado
em BASILIO (2008) e CORREA et al. (2011).

53 AVALIAQAO DA AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Diplodia pinea EM
MUDAS DE Pinus taeda E Pinus elliottii var. elliottii

Verificaram-se diferencas significativas entre o tamanho das lesdes
provocadas pelo isolado B11 em relagcdo aos outros isolados de D. pinea
inoculados nas mudas de P. taeda. No caso de P. elliottiivar elliottii, as
diferengas significativas foram verificadas entre os isolados B11, 111, J11e DP8
e os isolados H12, DP13, DP9, C11, DP11, G12, K11, F11, F12, DP6 (TABELA
9).

Os resultados mostraram também que n&o houve diferenca
significativa entre os isolados DP12, DP3, DP2, DP10, DP7, H12, DP13, DP9,
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C11, DP11 e os outros isolados quando inoculados em mudas de P. elliottii var

elliottii.

TABELA9. LESOES (CM) EM MUDAS DE Pinus taeda E Pinus elliottii var. elliottii
INOCULADAS COM ISOLADOS DE Diplodia pinea OBTIDOS DE Pinus

ESPECIES
Pinus taeda Pinus elliottii
ISOLADOS | MEDIA ISOLADOS | MEDIA
B11 7,10 a B11 4,50 a
111 285 b DP6 4,00 ab
J11 2,60 b DP2 3,85 abc
DP8 230 b DP8 3,45 abc
E11 210 b DP3 3,30 abcdef
DP12 210 b G12 2,90 abcdef
DP3 1,90 b K11 2,50 abcdef
DP2 1,90 b DP10 2,50 abcdef
DP10 1,85 b DP7 2,10 bedef
DP7 1,70 b J11 1,90 cdef
H12 1,40 b DP11 1,70 def
DP13 1,30 b F11 1,70 def
DP9 1,20 b E11 1,40 def
C11 1,10 b H12 1,35 def
DP11 1,10 b DP13 1,20 def
G12 1,10 b C11 1,20 def
K11 1,00 b DP9 115  f
F11 1,00 b 111 115 f
F12 1,00 b F12 110  f
DP6 1,00 b DP12 1,00 f
TESTEMUNHA 1,00 b TESTEMUNHA 1,00 f

*Médias seguidas por letras minusculas (coluna) iguais ndo apresentam diferencga significativa
entre si (P < 0,05, Tukey).
FONTE: O autor (2013)

Alguns isolados, no entanto, apresentaram resultado similar quanto ao
tamanho das lesdes quando inoculados nas mudas de P. taeda ou P. elliottii
var elliottii como, por exemplo, os isolados DP8, DP3, DP2, DP10, DP7, F12.
Neste caso, ndo houve interagao.

Houve interacéo entre os isolados inoculados e as mudas de P. taeda
e P. elliottii var elliottii. Essa interagdo pode ser visualizada no tamanho das
lesdes provocadas pelos isolados 111, DP12, E11 que foram muito agressivos
nas mudas de P. faeda e pouco agressivos nas mudas de P. elliottii var elliottii
e tamanho das lesbes provocadas pelos isolados G12, K11, DP6 que foram
muito agressivos nas mudas deP. elliottii var elliotti e pouco agressivos nas

mudas de P. taeda.
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De acordo com os resultados, as interagdes entre os isolados de D.
pinea e os hospedeiros P. taeda e P. elliottii var elliottii foram evidentes quando
se avaliou a maior ou menor severidade produzida pelos isolados.

Os isolados desse estudo foram obtidos principalmente em P. taeda
(TABELA 2) com sintomas de seca de ponteiro (FIGURA 8) e cancro em P.
patula provocado pelo D. pinea. Na Africa do sul, D. pinea provoca severas
doengas de raizes em plantios adultos de P. elliottii e P. taeda. Os sintomas
nessas espécies vao desde o azulamento e lesGes radiais em raizes jovens
que se estendem em direcéo as raizes mais velhas e em diregéo ao fuste até a
necrose e das aciculas. Também nessas espécies a doenga ocorre sob
condi¢des de estresse, sendo que seca prolongada foi reportada como o pior
fator estressante (WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1980Db).
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FIGURA 8. MORTE DE PONTEIRO DE MUDAS DE Pinus taeda INOCULADAS COM Diplodia
pinea.
FONTE:O autor (2013)

No Brasil, o fungo D. pinea nédo tém causado impactos importantes nos
plantios comerciais de P. taeda e P. elliottii var elliottii, bem como a producao
de mudas em viveiro. No entanto, no exterior, D. pinea tem demonstrado
habilidade em desenvolver linhagens mais agressivas e caso essas linhagens

sejam disseminadas existe risco potencial de danos e grande impacto
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econdmico. Esse risco foi demonstrado pelo USDA (1992), onde esse servigo
classificou D. pinea com um alto potencial de dispersao e alto potencial de risco
econdmico para os EUA.

Outra situacdo que causa preocupagdao € que em condigbes de
estresse e/ou associado com outros fungos D. pinea agrava ou produz maior
dano nas plantas hospedeiras (HILDEBRAND, 2005). Essa mesma autora
relatou que tal estresse proporcionaria condi¢gdes ideais para um surto
associado de D. pinea com Fusarium circinatum, nos EUA, colocando em risco
os remanescentes nativos de P. radiata. Essa condi¢cdo de associacdo de D.
pinea com outros fungos também foi registrada no Havai e Venezuela, com
Lasiodiplodia theobromae e Botryosphaeria dothidea, respectivamente
(WINGFIELD; KNOX-DAVIES, 1980b).

O reisolamento de D. pinea nas 420 mudas do ensaio mostrou
resultados interessantes. Nas mudas de P. taedaverificou-se que: i) os isolados
de D. pinea nao provocaram lesdo em 76,2 % das mudas, ii) o fungo foi
reisolado em 8,6% das mudas com sintomas do patogeno, iii) os isolados foram
reisolados em 15,2 % das mudassem sintoma do patégeno. Nas mudas de P.
elliottiivar elliottii verificou-se que: i) os isolados de D. pinea n&o provocaram
lesdo em 86,7 % das mudas, ii) os isolados foram reisolados em 10 % das
mudas com sintomas do patdgeno, iii) os isolados foram reisolados em 3,3 %
das mudas de P. elliotti var elliottii sem sintoma.

TABELA 10. REISOLAMENTO DE Diplodia pinea EM MUDAS INOCULADAS DE Pinus taeda E
Pinus elliottii var elliottii

ESPECIE Muda Incidéncia Muda Incidéncia Muda Incidéncia
TESTADA assintomatic (%) sintomatica (%) assintomatica (%)
asem com patdégeno com patdégeno
patégeno
Pinus taeda 32 15,2 18 8,6 160 76,2
Pinus elliotti 7 6,4 21 10 182 86,7

var elliottii

FONTE: O autor (2013)

D. pinea nao provocou lesdes mesmo apos terem sido proporcionadas
todas as condigbes para o desenvolvimento do patégeno. Os resultados

revelaram que a doenga pode ficar assintomatica nas mudas das espécies
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testadas, principalmente nas mudas de P. taeda. Basilio (2008) inoculou mudas
de P. taeda com quatro isolados de D. pinea para avaliar sua agressividade e
encontrou resultados semelhantes aos relatados nesse estudo.

SMITH et al. (1996) sugerem que D. pinea seja considerado como um
patogeno latente capaz de infecgbes endofiticas. Nesta condicdo endofitica
Petrini (1991) afirmou que os patdogenos encontram-se totalmente dentro dos
tecidos sadios do hospedeiro e associam-se com outros patégenos latentes e
com fungos micorrizicos. A hipotese de SMITH et al (1996) vai de encontro
com a visao primaria de que o fungo D. pinea € um patdégeno principalmente
oportunista e que prefere colonizar tecidos injuriados e estressados. A
presenca de picnidios do patégeno em tecidos anteriormente sadios deve
estimular uma reflexdo na suscetibilidade das espécies ao D. pinea porque 0
fungo sempre foi encontrado primariamente em arvores de espécies ja
conhecidas como mais suscetiveis (SMITH et al. 1996) como o P. radiata e o
Pinus patula

Outros fitopatdogenos foram isolados das mudas de P. taeda e P elliotti
var elliottii inoculadas com D. pinea. Foram identificados Pestalotia sp. (1,43
%), Alternaria sp. (0,43 %) e Botryodiplodia sp. (0,43 %). Morfologicamente, o
patdgeno Botryodiplodia sp. é dificil de ser diferenciado do D. pinea por que
forma picnidios escuros na sua forma anamorfica (assexuada), o que dificulta o
diagndstico. Portanto, para a correta diagnose do patégeno, o material deve ser
mantido em camara umida e a confirmagéo através da montagem do exame de

laminas ao microscopio otico.

5.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea

Com base nas sequéncias ITS1- 5.8S- ITS4 rDNA e utilizando-se as
sequéncias de linhagens de D. pinea(ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006; DE
WET et al, 2003; DE WET et al, 2009; FLOWERS; HARTMAN;
VAILLANCOURT, 2003) depositadas no Genbank  do NCBI
(www.ncbi.nlm.nig.gov) as analises por inferéncia Bayesiana confirmaram que

as sequéncias obtidas dos 20 isolados pertencem ao fungo D. pinea com
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similaridade de 100 % (FIGURA 9). Este resultado confirma as caracteristicas

morfoldgicas e fisioldgicas dos isolados serem de D. pinea.
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FIGURA 9. ARVORE FILOGENETICA DOS ISOLADOS DE Diplodia pinea PELA INFERENCIA
BAYESIANA BASEADA NAS SEQUENCIAS ITS1 -5.8S-ITS4 rDNA. OS VALORES DOS
RAMOS REPRESENTAM AS PROBABILIDADES POSTERIORES.

FONTE: O autor (2013)

Os 20 isolados de D. pinea formaram um clado robusto e separado
das sequéncias de D. scrobiculata, formando grupos monofiléticos (FIGURA 9).
A regido ITS1- 5.8S - ITS4 do rDNA foi capaz de separar as duas espécies

porque foram agrupadas nesse estudo com sequéncias type de D. pinea
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(ALVES; CORREIA; PHILLIPS, 2006; DE WET et al.,2003; DE WET et al.,
2009). Na auséncia desse critério, o resultado poderia ser o agrupamento das
sequencias com diferentes espécies, inviabilizando um resultado confiavel.

Os isolados apresentaram-se com baixa variabilidade, fato que pode ser
evidenciado nas sequéncias analisadas nesse trabalho onde apenas dois
nucleotideos apresentaram variagdo em um total de 460 nucleotideos
analisados por isolado, o que caracteriza a presenga de linhagens clonais. A
baixa diversidade genética dos isolados de D. pinea ja havia sido relatada por
Basilio (2008), através de analises de RAPD de 4 isolados, que estédo
presentes nesse estudo (DP6, DP7, DP10, F11).

A tendéncia de formar linhagens clonais foi relatada em trabalhos de
caracterizacao de D. pineapor Mcdonald (1997). De Wet et al. ( 2002) relataram
que a tendéncia de formar linhagens clonais € uma caracteristica ligada ao
morfotipo A, porque apresentam baixa diversidade genética e dividem muitos
locos genotipicos entre as populag¢des nos diferentes continentes (WANG et al.,
1985; SMITH; STANOSZ, 1995; STANOZ; SMITH; MARK, 1996; BURGESS et
al., 2004).

A diversidade genotipica observada no D. pinea nos paises do
Hemisfério Sul é consistente com registros histéricos da quantidade e
frequéncia de sementes e germoplasma introduzido dentro e entre esses
paises. Na Africa do Sul, Nova Zelandia e Australia a diversidade do D. pinea
coincide com o numero de introdugdes de D. pinea que ocorreu nesses paises.
Na Africa do Sul onde ocorreram varias introdugdes antes de ser obrigatdrio o
procedimento de quarentena, o fungo possui diversidade genética maior do que
na Nova Zelandia e Australia (BURGESS; WINGFIELD, 2002). Portanto, a
diversidade dentro de uma populagao introduzida de D. pinea fornece uma boa
indicagao do numero de introdu¢des do fungo (BURGESS; WINGFIELD, 2002).

Sob essa o6tica, pode-se imaginar que os 20 isolados de D. pinea, apesar
de terem sido isolados de 14 localidades diferentes na regido Sul e Sudeste,
devem ter sido introduzidos no Brasil de uma unica origem e provavelmente
uma unica vez.

O conhecimento do morfotipo de D. pinea presente nas areas de
plantio de pinus é importante, principalmente se o plantio for de espécie

suscetivel ao patogeno. O morfotipo A € amplamente distribuido por varias
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partes do mundo inclusive no Hemisfério sul e o morfotipo C apresenta
distribuicdo restrita tendo sendo isolado apenas na Indonésia e México (De
WET et al., 2003). Altos niveis de similaridade genética foram observados entre
os isolados de D. pinea morfotipo A e C e nenhuma correlagdo geografica foi
observada entre eles (DE WET et al., 2001)

As analises morfologicas e fisiologicas realizadas nesse estudo
indicaram que os isolados presentes sdao morfotipo A. No entanto, o
comprimento dos conidios dos isolados DP10, DP8 e C11 pode ser compativel
com os morfotipos A ou C. Mas, ndo foram observadas outras diferencas
relatadas na literatura que poderiam dar suporte a essa hipotese, como
diferengca de agressividade, especificidade ao hospedeiro e maior taxa de
crescimento em meio BDA (WANG et al., 1985; SMITH; STANOSZ, 1995;
STANOSZ; SMITH; MARK, 1996; BURGESS et al., 2004).

As populagdes de D. pinea morfotipo A tem baixa diversidade
genética, pouca diferenga génica entre as populagdes e compartilha alelos
entre as populagdes nos diferentes continentes (BURGESS; WINGFIELD;
WINGFIELD, 2004; BURGESS et al. 2004) sugerindo uma longa histéria de
reproducado assexual e uma constante selecdo. Essa situacdo peculiar pode ter
sido a conexao para o fungo D. pinea ser endofitico.

Diante dessa hipdtese, € possivel que as populagbes do morfotipo A
de D. pinea tenham dificuldade em vencer uma resisténcia do hospedeiro.
Portanto, um programa de melhoramento visando selegdo para resisténcia ao
hospedeiro para o morfotipo A deve ser considerado uma opg¢ao viavel e
duradoura (BURGESS; WINGFIELD, 2002; BIHON et al., 2011).

Esses resultados sao promissores para o0s programas de
melhoramento de Pinusvisando resisténcia ao D. pinea no Brasil. Uma das
possibilidades € o desenvolvimento de material genético de P. radiata
resistente ao fungo (BASILIO, 2008) e estimular o plantio dessa espécie na

regidao Sul do Brasil.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

a. As analises morfofisiolégicas e moleculares mostram que os isolados
analisados pertencem ao morfotipo A de Diplodia pinea.

b. Existe baixa diversidade genética entre os isolados analisados,
apontando para presencga de linhagens clonais.

c. Houve interacdo entre os isolados de Diplodia pinea e Pinus taeda e
Pinus elliottiivar. elliottii evidenciada pela avaliacdo da severidade.

d. O isolado B11 foi 0 mais agressivo para as duas espécies de Pinus.
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