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Resumo
Sohaeropsis sapinea € conhecido como importante patdégeno Rinus, causando seca de ponteiros e
morte de arvores em plantios comerciais. No Bragilrimeiro relato da acdo &esapinea ocorreu na
década de 1940, durante introducadPess radiata no estado de S&o Paulo, dizimando totalmente os
plantios. Com o objetivo de selecionar materiakgien resistente a essa doenca no Brasil, dese&uolv
se uma metodologia para avaliar a agressividadsotifEos deS. sapinea em frutos de maca Rinus
taeda. Trés ambientes (estufas com diferentes regimesigicao), dois métodos de inoculacédo (com e
sem injlria) e trés métodos de reisolamento dodifmgeio BDA, cAmara Umida em saco plastico e em
gerbox umido) foram testados. Resultados mostrdifamencas significativas (p<0,06% agressividade
dos isolados em frutos de macgé e em mud#&s eda. O melhor método de reisolamento foi a camara
Umida e o melhor ambiente para a incubacéo de ndelBstaeda foi em estufa coberta com lona
plastica, com duas aspersfes diarias de 4 minOuaso resultado foi que injuria é necessaria para
inoculacdo deS sapinea. Os resultados da caracterizacdo mostraram diesesignificativas na
agressividade e diversidade genética do patdgeriodas os hospedeiros testados
Palavras-chave: Fungo; inoculagao; melhoramento genétRioys.

Abstract
Evaluation methodology of the aggressiveness of isolated of Sphaeropsis sapinea on Pinus taeda.
Sphaeropsis sapinea is known as an important pathogernParfius, causing tip blight and death of trees
in commercial plantings. In Brazil, the first repaf this disease was done in the 1940s, during
introduction ofPinusradiata in S8o Paulo State, when these plantations westeayed byS sapinea.
In order to select material resistant to such diseia Brazil,a methodology was developed to
evaluate aggressivenessSnsapinea isolates on apple fruits arlRinus taeda. Three environments
(greenhouse with different regimes of irrigatiotyp inoculation methods (with and without injury)
and three methods of re-isolation of fungus (PDAlime, moist chamber in plastic bags and moist
gerbox) had been tested. Results pointed to sigmifidifferences (p < 0,05) on aggressiveness in
apple fruit andP. taeda seedlings. The better method to re-isolate wastrnasbesmber in plastic bags
and the better environment to incubate inoculaésdisngs was greenhouse with two diary aspersion
of four minutes. Other result was that injury i@essary for a good inoculation 8f sapinea. The
characterization results have presented significdifierences in relation to aggressiveness and
genetic diversity of the pathogen in all testedt$ios
Keywords: Breeding; fungus; inoculatioRinus.

INTRODUCAO

O géneroPinus vem sendo plantado em escala comercial, no Btasiinais de 30 anos. Os
plantios mais extensos foram estabelecidos naaegifi e Sudeste, para atender demanda de matéria-
prima de qualidade nas industrias de celulose,|pap@eira serrada, resina e MDF, e até mesmo no
aproveitamento como biomassa para geracdo de \apamergia. Esse género apresenta uma boa
adaptacdo para as condi¢Oes edafocliméticas brasjldependendo o seu sucesso da escolha cosreta d
espécie, da area selecionada para o seu estalsiéeim do manejo correto dos plantios (SHIMIZU;
MEDRADO, 2005).
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Novas introdugdes de diversas espécies do g&iaus estdo ocorrendo, inclusive nas regides
tropicais, e o plantio estd se expandindo para toBoasil. O estabelecimento de florestas plantadas
Pinus, quando bem manejadas, esta abastecendo o mercadonatéria-prima que até muito pouco
tempo atras era suprido pela floresta nativa, cqoo,exemplo, a araucéria (SHIMIZU; MEDRADO,
2005). Para as industrias de papel e celuloselamsigs dePinus sdo muito importantes, uma vez que
contribuem com as fibras longas, imprescindiveifabacacdo de papéis que exigem maior resisténcia
melhor absorcao de tinta (BARRICHEL®al., 1977). Para suprir essa demarflays radiata D. Don
foi a espécie escolhida em todo o mundo, principateno hemisfério Sul. O interesse por essa aspéci
decorre das qualidades técnicas da sua madeir& apieciada pela industria de celulose, devido as
caracteristicas anatdmicas das suas fibras, quemsd® compridas, em relagdo a outras coniferas
(CLAPP, 1995). Por ser facil de serrar e trabalbalgmbém muito procurada pela indUdstria moveleira,
possuindo uma ampla aceitagéo internacional nesssado (REMADE, 2003).

Muitas séo as doencas que atacam as espécies gigsm® causando SE€rios prejuizos nos
plantios comerciais no Brasil e no mundo. Entreagstoencas, a seca de ponteiro ou “tip blight” é
considerada uma das mais graves, atacando plaptioarciais dé’inus em todo o mundo, inclusiveR
radiata, sendo seu controle e prevencdo muito dificeisERUGRIGOLETTI JUNIOR, 1997). Essa
dificuldade acontece porque muitos fatores poddar esnvolvidos no aparecimento dos seus sintomas,
inclusive varios patégenos atuando isoladamentediorma combinada, dificultando o seu diagnéstico.
Na maioria dos casos, o principal patdégeno envolemm essa doenca, nesius, € o fungoSphaeropsis
sapinea (Fr.: Fr.) Dyko & Sutton (Diplodia pinea (Desmaz. J. Kickx f.), cuja principal caractedaté
atacar os plantios depois de uma condi¢cdo de sstembiental nas plantas hospedeiras, provocando a
morte de mudas recentemente plantadas ou de @aatestabelecidos (STANOSZ; CARLSON, 1996).
Os sintomas provocados por esse patdgeno incluean aamforacdo (azulamento) na madeira interna,
aciculas queimadas e pontos pretos azulados nésshmovos e nas hastes (STANOSZ; CARLSON,
1996; BLODGETT; STANOSZ, 1999). Esses sintomas podefo ser diferenciados de outros
provocados por outros patégenos e insetos, pomwisiagndstico requer o reconhecimento de corpos de
frutificacdo doS. sapinea nas hastes ou nas raizes afetadas, ou crescimerftongo em culturas, no
laboratério (STANOSZ; CARLSON, 1996). O controldmico doS. sapinea no viveiro e em plantacdes
nao é efetivo, porque o fungo permanece latentdraies mesmo apés a sua aplicacdo, segundo Stanosz
et al. (1997).

Um importante passo que pode fornecer medidas efigisntes para o controle da doenca é a
selegcdo de individuos com diferentes niveis destigstia ao patdgeno. Mas, antes de se realizar essa
selecdo, é importante o conhecimento dos diferegtess de agressividade do fitopatdgeno, pois
variedades de plantas suscetiveis inoculadas agadas do fungo que apresentam baixa agressividade
poderdo mostrar-se, falsamente, muito resisteG&SEIOLATO; MELLO, 1994).

O teste com frutos de maca é utilizado para avaliagressividade entre isolados e caracterizar
os diferentes morfotipos d& sapinea. Os isolados d&. sapinea manifestam de forma bem diferente sua
agressividade em frutos de maca, sendo que o niparfGté o mais agressivo (De Wettl., 2002).

No Brasil, sdo escassos 0s trabalhos com esse fungaeacdes que eles provocam em plantas
de Pinus, ndo existindo, também, trabalhos dirigidos acsalede variedades resistentes a esse patégeno.
Segundo Burdomt al. (1982), a selecdo de individuos resistentes ptadas as condicdes locais é um
importante método de controle de doenca provocattaS sapinea. Portanto, € possivel desenvolver
uma metodologia para selegdo precocePdeadiata resistente &. sapinea, utilizando-se isolados
agressivos desse patdgeno.

Este estudo visou caracterizar a agressividadeifdesigtes isolados do fung@ sapinea em
frutos de macd e em mudas Hetaeda, sob diferentes ambientes e métodos de inoculaiggiin, o
objetivo de estabelecer um protocolo de inoculggffa ser usado em selegéo para material resistente
P. radiata.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo da agressividade de isolados @& sapinea em frutos de maca
A agressividade dos isolados &e sapinea foi inicialmente testada usando-se a técnica de
inoculacéo em frutos de maca. Essa técnica foradia por De Wett al. (2002) em frutos de maca para
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caracterizar os morfotipos d& sapinea. Os isolados SS 1 (Sdo José do Ouro/PR), SS Zcl{Ran
Queimado/SC), SS 3 (Santa Maria do Oeste/PR) e &iritiba/PR) foram cultivados em placas com
meio BDA, mantidos em camara BOD a 25 °C por qudias de crescimento ativo, para producédo de
indculos (discos de micélio-agar). Cada fruto fesidfestado com alcool 70%, por aproximadamente 30
segundos. Furadores de cortica foram usados paea @an orificio de 5 mm de didmetro em um dos
lados do fruto. Um disco de micélio foi colocado eada orificio, que foi recoberto com fita de PVC.
Como testemunha, utilizou-se disco de meio BDA secglio. Cada isolado foi inoculado em trés frutos,
com cinco repeticdes, em delineamento inteirameageializado. Os frutos foram mantidos por duas
semanas em camara BOD, a 25 °C, no escuro. Forizadas duas medi¢des, uma aos sete dias apos a
inoculacao (DAI) e outra medicédo aos 14 DAI. Comibmde uma régua, foram medidos dois diametros
perpendiculares da lesdo formada no fruto. Os démtasn analisados estatisticamente (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan (&efi8tatistica, StatSoft, 2001).

Avaliacdo do efeito do tipo de regime hidrico e daoculacdo na agressividade de isolados &
sapinea em mudas deP. taeda

O ensaio foi realizado em viveiro do Laboratério Melhoramento Florestal (LAMEF) da
UFPR, Curitiba, PR. O viveiro é recoberto por satebf75% de passagem de luz solar), nhuma éarea de
12 m x 20 m, dentro da qual estdo localizadas ds@gas agricolas de 6 m x 4 m, estruturadas postu
de PVC com 5,5 cm de didmetro e 6 m de comprimestmbertas com lona plastica transparente. A
terceira estufa estava recoberta somente com dembrimonitoramento dos ambientes foi realizado
medindo-se a quantidade de agua diaria de cadf@eattavés de provetas. Na area coberta apenas pel
sombrite, a 4gua da chuva foi coletada separadardardgua dos aspersores. A temperatura e a umidade
dentro das estufas foram monitoradas diariamentante todo experimento, usando-se um Hobbo. Esse
equipamento foi aferido periodicamente com o tergtdonde maximo e minimo, e a umidade com o uso
de termdmetro de bulbo seco e imido.

Neste ensaio, trés regimes hidricos foram escdahigiira determinar o mais favoravel ao
estabelecimento da doenca. No ambiente 1, o refginde uma asperséo diaria (as 8:00 h da manha) com
4 minutos de duracdo. No ambiente 2, duas aspeesbesa (as 9:00 e 17:00 h), com 4 minutos de
duracéo cada aspersédo. No ambiente 3 (sombrés)aspersdes ao dia (as 9:30, 12:00 e 18:00 h)28om
minutos de duracdo cada aspersado. As mudas fotamesidas a uma condicdo de estresse hidrico antes
da inoculacdo, sem molhamento por sete dias, seddadVetet al. (2002).

Os isolados d&. sapinea foram cultivados em meio BDA e transferidos pasarAA (20 g de
agar e agua destilada, 1000 mL) para producao @tulo (disco de micélio-agar). Para a inoculacgao,
utilizaram-se discos de micélio-agar retirados doonAA com 10 dias de crescimento. Cada disco de
meio AA, contendo ou ndo o fungo, foi fixado nanpédacom fita adesiva por quatro dias. As plantas
inoculadas foram mantidas em ambiente Gmido coma @gstilada, por 48 h. Depois desse periodo, as
mudas foram transferidas para as estufas e mamaerca de 30 dias sob observacdo. Foram testado
dois tipos de inoculacdo: com e sem injUria, feiten o corte das aciculas e raspagem do ponteiro.

O ensaio foi montado em delineamento em blocoscascacom arranjo fatorial, num total de
864 plantas (12 isolados monospdricos, dois tipméndculacéo, trés regimes hidricos, trés repeticde
duas plantas por parcela). Na avaliacao da doenediu-se o comprimento da lesdo com o auxilio de
uma régua, a partir do ponto de inoculacdo (BLODGESTANOSZ, 1999). Dois métodos para avaliar a
severidade foram empregados. No primeiro métodmnaprimento da lesédo foi avaliado de acordo com
uma escala de severidade, que caracterizou ades@w pequena (0 a 3 cm), média (4 a 7 cm) ou grande
(8 a 10 cm). No segundo método, avaliou-se o set@mndo ponteiro de acordo com uma escala de
severidade, em que 0 significou auséncia de sinttardoenca, 1 para o inicio de leséo, 2 quandoehouv
seca de ponteiro, 3 para seca de ponteiro semnagia, 4 para seca de ponteiro com anelamento e 5
para muda morta (BURDOM al., 1982). Os dados foram estatisticamente anaksélNOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan (&eft8tatistica, Statsoft, 2001).

Avaliacéo do reisolamento deS. sapinea a partir de ponteiros de mudas dé°. taeda

Nesse ensaio, trés metodologias para reisolamentongio foram testadas, conforme descricdo
em Basilio (2008). Na primeira metodologia, feaigta amostragem das mudas inoculadaB. deeda.
Essa amostragem foi feita através da coleta derialate cinco parcelas (duas plantas por parceta) e
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cada bandeja do experimento, para a realizacAeidolamento em placas de Petri com meio BDA,
mantidas em camara BOD, a 25 °C. Na segunda metgidpbs ponteiros de todas as plantas inoculadas
foram colocados em camara umida. Os ponteiros foxdetados apdés um més de inoculacdo e mantidos
em sacos plasticos individualizados, devidamergrtificados. Na terceira metodologia, colocaramsse
ponteiros em camara Umida dentro de caixas gerboxmapel de filtro esterilizado e umedecido com
agua destilada esterilizada.

Todo o material foi analisado semanalmente, podia8. Apds esse periodo, realizaram-se o0s
exames dos ponteiros em microscépio estereoscépimam montadas laminas coradas com solucao de
lactoglicerol - azul de metileno. As laminas foramaminadas sob microscopio 6tico em aumentos de
100x a 400x para confirmar a presenca de conidi&s shpinea.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da agressividade de isolados @& sapinea em frutos de maca

Os isolados SS 1, SS 2, SS 3 e SS 8 dapinea foram patogénicos nos frutos de maca, formando
extensas lesfes. Houve diferenca na agressividdaoe @&s isolados testados (Tabela 1). Essas vasagd
foram significativas pelo teste F (p < 0,05), aate € 14 DAI. Observou-se que aos sete DAI foi minado
um coeficiente de variacdo alto (43%), indicandspeliséo entre os dados. A analise de variancia,osom
dados das medi¢cdes aos 14 DAI, mostrou um valocoddiciente de variagdo mais baixo (23,84%),
indicando menor erro experimental, motivo pelo gealecomend que a leitura seja feita aos 14 dias.

O isolado SS 1 mostrou-se 0 mais agressivo, a@s BAt e aos 14 DAI. Estudo similar
realizado por De Wett al. (2002) testou a agressividade Hlesapinea com a inoculagdo de trés
diferentes morfotipos (A, B, C) em frutos de mamdcontrando-se diferencas significativas no tamanho
das lesdes. No geral, a area de lesdo produzida mellados do morfotipo C (24 a 655 frforam
significativamente maiores que as produzidas detilados dos morfotipos A (24 a 553 Mra B (21 a
116 mnf). Segundo esses autores, 0 teste de patogeni@dadieitos de maca é eficiente para avaliar a
agressividade dos isolados de diversos fungosisivel deS. sapinea.

Tabela 1. Lesdes (cm) em frutos de macas inoculemibsguatro isolados dgphaeropsis sapinea.
Table 1. Lesions (cm) in apple fruits inoculatedwiour isolates ofphaeropsis. sapinea.
Tamanho da lesdo (cnf)

Isolado

7 DAI? 14 DAI
SS1 4,84 a 7,93 a
SS2 3,46 b 6,33 b
SS3 3,17.b 6,33 b
SS 4 3,89b 532b
Testemunha 1,43 c 1,48 c
P 0,02 0,01
CV (%) 43,0 23,8

“Valores correspondem a médig de 5 repeti¢des pladis. Médias seguidas pela mesma letra nédo difpedonteste de Duncan ao
nivel de significancia de 5% DAI: dias apds inoculagéo.

A diferenca na agressividade dos isolados é urgatido de divergéncias genéticas entre eles. De
Wet et al. (2000) descreveram dois morfotipos inicialmensgafs sapinea (A e B), com base nas
caracteristicas das culturas, textura da paredecaluislios, confirmados através do uso de ferrarsenta
moleculares, como RAPD e sequenciamento da refjidad RNA operon. Os autores relataram também
um terceiro grupo, denominado morfotipo C, obtiddWExico e Indonésia, com base nas medidas comidiai
e marcadores RAPD. Burgeasal. (2001) reconheceram trés formasSiaapinea, que diferem entre si
morfologicamente e que podem ser separadas pordedierramentas moleculares. Para esses estudos, 0s
autores coletaram populacdesSieapinea de plantacbes de. radiata na Africa do Sul, no sul e noroeste
da Australia, na Tasmania, na Nova Zelandia e dmlpgdes nativas na Califérnia. A diversidade
genotipica dessas populagbes foi marcada e conaparamh testes de compatibilidade vegetativa.
Marcadores SSR foram usados para determinar osotipod dos isolados de cada grupo de
compatibilidade vegetativa encontrado. Todos olkdes deS. sapinea obtidos da Califérnia eram do
morfotipo B, menos agressivos, enquanto que todosatados obtidos de plantagbes exoticas eram do
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morfotipo A, mais agressivo. Em trabalho semelhabe Wetet al. (2003) identificaram trés morfotipos
(A, B e C), que foram caracterizados com 6 pareprioleers SSR, e comprovaram que o morfotipo B,
menos agressivo, apresentou menor divergénciaicger@h relacdo aos morfotipos A e C, que sdo mais
agressivos.

Avaliacao do efeito do tipo de regime hidrico e daoculagdo na agressividade de isolados &
sapinea em mudas deP. taeda

A andlise dos dados mostrou diferencas signifiaat{p < 0,05) com relagéo a agressividade dos
diversos isolados inoculados em muda$dieda (Tabela 2). O isolado monospdrico SS 2.4 foi o mais
agressivo em mudas de taeda, seguido pelos isolados SS 4.10 e SS 1.3, os qumism ser
selecionados para os testes de agressividadestegé para resisténcia.

Os resultados mostraram também que o método delagdo 1 (com fungo e com injdria) foi o
mais eficaz em induzir os sintomas (Tabela 2). @uan regime hidrico nas estufas, pode-se verificar
que o melhor ambiente para o desenvolvimento dersas induzidos po®. sapinea foi em tinel com
duas aspersodes diarias (Tabela 2).

Tabela 2. Lesdes (cm) em ponteiroshitaus taeda inoculados com isolados @phaeropsis sapinea, sob
guatro métodos de inoculacéo.

Table 2. Lesions (cm) iRinus taeda shoots inoculated with isolated §fhaeropsis sapinea under four
inoculation methods.

Método de inoculagdo

Isolado monosporico

M12 M2 M3 M4 Médias
SS24 8,42 1,33 0,00 0,00 2,44 a
SS4.10 7,22 1,11 0,00 0,00 2,08 a
SS13 6,89 0,33 0,00 0,00 1.81a
SS11 6,06 0,61 0,00 0,50 1,79 ab
SS4.12 6,44 0,11 0,00 0,00 1,64 bc
SS25 3,78 0,00 0,44 0,00 1,06 bcd
SS 3.7 3,33 0,39 0,00 0,00 0,93 bed
SS 3.8 2,83 0,61 0,00 0,00 0,86 bcd
SS26 2,33 0,67 0,00 0,00 0,75 cd
SS4.11 2,5 0,00 0,00 0,00 0,62d
SS1.2 0,61 0,00 0,00 0,00 0,15d
SS 3.9 0,33 0,00 0,00 0,00 0,08 d
Médias 4,23 A 0,43 B 0,04 B 0,04 B

&M1: inoculagdo com injdria e com o fungo; M2: intagdo com injdria e sem o fungo; M3: inoculacam anfungo e sem injuria;

M4: inoculagédo sem o fungo e sem injdria. Médigguilas por letras mindsculas (na coluna) e maiascfa linha) iguais néo
diferem significativamente entre si (p < 0,05, Damx” Os valores s&o médias de dados obtidos em trésmehestudados: tanel
1 (uma aspersao de 4 minutos/dia); tinel 2 (dysersSes de 4 minutos/dia) e sombrite (20 minutassgerséo, 3 vezes ao dia).

Houve variacdo na agressividade entre os isoladosospoéricos obtidos de um dado isolado
original, a exemplo das lesdes produzidas peldades SS 2.4, SS 2.5 e SS 2.6 (Tabela 2). Uma
explicagdo para isso pode ser obtida a partir @eatho de McDonald (1997), no qual foi evidenciado
gue a variabilidade d8. sapinea decorre da presenga de linhagens clonais dentsaatepopulacdes. Tal
como no ensaio com magcds, 0s resultados obtidos amudas déP. taeda também mostraram
diferengas na agressividade dos isolados, que pedtn ligadas a divergéncia genética entre elé&s (D
WET et al., 2000).

A explicacdo de como essas diferencas na agreadevitiram desenvolvidas e distribuidas entre
as populacdes ndo esta muito clara, uma vez dghesapinea se reproduz apenas assexuadamente. A
variabilidade possivel de se obter via reprodugiexaada é muito baixa e geralmente insuficiente pa
responder por tal divergéncia genética. Por oattio,| as linhagens clonais sdo comuns em fungosejue
reproduzem apenas assexuadamente (McDONALD, 1997).

Avaliacéo do reisolamento deS. sapinea a partir de ponteiros de mudas dé®. taeda
Os resultados mostraram que a metodologia de isofeimdireto em camara Umida (saco
plastico ou gerbox) foi mais eficiente e que o piamento foi menos eficaz em reisolar o fungo
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(Tabela 3). O isolamento por plagueamento foi onpiio método a ser testado, mas apds sucessivas
avaliacGes ficou claro que esse método ndo estwvdoseficiente para avaliar o experimento. Uma
explicacdo é a contaminagdo com outros fungos Bt que surgem a partir dos fragmentos em meio
de cultura, os quais competem c8nsapinea e mascaram o reisolamento.

Tabela 3. Reisolamento @phaeropsis sapinea de mudas inoculadas @énus taeda, sob trés diferentes
métodos de reisolamento.

Table 3. Reisolation ofSphaeropsis sapinea from inoculatedPinus taeda seedlings under three
different methods of reisolation.

Frequéncia de reisolamento (%)

, . - - ~ Ponteiros
Método de reisolamento - Tlpzo de |nocuI3aga6 - Total coletados
Camara Uimida em saco plastico 12,8 1,7 0,0 0,0 16,2 360
Camara Umida e gerbox 30,0 25,0 0,0 0,0 55,0 20
Plagueamento em meio BDA 1,7 0,8 0,0 b0,8 3,3 360

@ Inoculacdo: tipo 1 (com injdria, com fungo); tipdcom injaria, sem fungo); tipo 3 (sem injariapcéungo); tipo 4 (sem injdria,
sem fungo)?® resultado indicando endofitismo do fungo.

O reisolamento efetuado por camara Umida (sacaiqofisfoi 0 mais préatico e, por ter
apresentado um bom resultado entre os testados, sgvdecomendado. E importante ressaltar que, em
todos os métodos avaliados neste experimento,qaéneia de reisolamento & sapinea foi baixa a
partir de lesGes em ponteiros em mudaB.deeda.

Em alguns ponteiros com lesdes, o fuiggsapinea nao foi reisolado por nenhum dos métodos
utilizados, e em outras situagdes, o fungo foioteto de ponteiros que ndo foram inoculados e néo
apresentaram lesfes (Tabela 3). A explicacdo gamfato pode ser encontrada no trabalho de Stanosz
al. (1997), no qual os autores indicaram a possiliédde o fungo j& estar presente como endoéfito em
plantas dePinus. Microrganismos endofiticos séo encontrados nerimt de vegetais, mantendo uma
relacdo simbidtica, antagonista ou mesmo neutraE{A&ZD0O, 1998), sendo capazes de colonizar, em
alguma fase de seu ciclo de vida, os tecidos iotedos vegetais sem causar danos aparentes. Como
endofitico, o fungo estd em seu estado latentenesie se a planta ficar estressada € que os smfena
doencas poderdo aparecer (STANOSZ; CARLSON, 1¥fpesst al. (2004) comentaram que, como
endofito, provavelment. sapinea foi disseminado pelo mundo juntamente com asdiigdes de mudas
de Pinus. Com base nessa hip6teSesapinea pode ter sido introduzido no Brasil a partir dedamicom
infeccdes latentes, durante as primeiras introduigéeinus.

CONCLUSOES

Os isolados d&. sapinea mostraram diferencas significativas (p < 0,05) geessividade quando
inoculados em frutos de macad e no teste de agideser em mudas dP. taeda, sob diferentes
ambientes. O melhor ambiente para o desenvolvimgatdoenca foi em tinel plastico sob regime de
duas aspersdes diarias com quatro minutos de ducagh. O método de inoculacdo mais eficiente em
mudas déP. taeda foi com injdria no ponteiro, e o0 método de reismato mais eficaz e mais pratico foi
por camara umida (saco plastico).
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