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RESUMO GERAL 

 

As doenças estão entre os principais fatores que podem limitar a produção de mudas de 

qualidade em viveiros florestais. Os fungos se destacam entre os principais agentes causais 

de doenças em plantas. O objetivo através do presente trabalho foi realizar um estudo para 

detecção e identificação de fungos fitopatogênicos associados à mudas florestais produzidas 

no Viveiro do IFMG - campus São João Evangelista. Este trabalho foi dividido em dois 

capítulos: I) Detecção de fungos fitopatogênicos associados à mudas de espécies florestais; 

e II) Primeiro relato de Colletotrichum karstii em Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J. 

W. Grimes. No capítulo I foram obtidos 12 isolados a partir de 7 espécies florestais. 

Através de análises moleculares, análises morfológicas e consultas na literatura, foi 

possível detectar as seguintes associações patógeno-planta: complexo Colletotrichum 

gloeosporioides em Dypsis lutescens; Colletotrichum karstii em Samanea tubulosa; 

Colletotrichum melonis em Clitoria faichildiana; Colletotrichum karstii e Diaporthe 

infecunda em Sapindus saponaria; Diaporthe phaseolorum em Vitex polygama; Diaporthe 

sp. em  Psidium guineense e Pestalotiopsis maculans em Callistemon viminalis. 

Adicionalmente, comparando o formato dos conídios e aspectos da colônia aos caracteres 

dos isolados que foram caracterizados molecular e morfologicamente, identificou-se um 

fungo do gênero Colleotrichum associado ao sintoma de manchas foliares em mudas de 

Callistemon viminalis e fungos do gênero Pestalotiopsis associados a manchas foliares de 

mudas de Psidium guineense e Vitex polygama. Contudo, a identificação de fungos 

fitopatogênicos baseada em análises moleculares multigênicas e análises morfológicas e 

culturais mais detalhadas, se fazem necessárias, para a confirmação dos resultados obtidos e 

melhor definição das espécies de alguns gêneros. No capítulo II, foi avaliada a 

patogenicidade de C. karstii obtido de mudas de Samanea tubulosa (sete-cascas), através da 

inoculação do isolado em folhas destacadas sadias, com e sem ferimentos, pelo método de 

discos de micélio. Sete dias após a inoculação foram observadas manchas foliares 

semelhantes às observadas nas mudas de sete-cascas que apresentavam os sintomas no 

viveiro. A partir do reisolamento do patógeno das folhas inoculadas foi possível concluir a 

presença de C. karstii, comprovando-se a patogenicidade do fungo e completando os 

Postulados de Koch. Este é o primeiro relato da antracnose na espécie S. tubulosa. As 

demais associações patógeno-planta apontadas neste trabalho precisam passar por 

procedimento de inoculação e o re-isolamento, dando continuidade aos Postulados de 

Koch, a fim de confirmar todos os patossistemas abordados.  

 

Palavras chaves: Fitopatógenos. Diagnose. Postulados de Koch. 

  



ABSTRACT 

 

Diseases are among the main factors that may limit the production of quality seedlings in 

forest nurseries. Fungi are highlighted among the main disease-causing agents in plants. 

The objective of the present work was to carry out a study to detect and identify 

phytopathogenic fungi associated with forest seedlings produced at the IFMG Nursery - 

São João Evangelista campus. This work was divided into two chapters: I) Detection of 

phytopathogenic fungi associated with seedlings of forest species; and II) First report of 

Colletotrichum karstii in Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J. W. Grimes. In chapter I 

12 were selected from 7 forest species. Through molecular analysis, morphological analysis 

and literature consultations, it was possible to detect the following plant-pathogens: 

Colletotrichum gloeosporioides Complex in Dypsis lutescens; Colletotrichum karstii in 

Samanea tubulosa; Colletotrichum melonis in Clitoria faichildiana; Colletotrichum karstii 

and Diaporthe infecunda in Sapindus saponaria; Diaporthe phaseolorum in Vitex 

polygama; Diaporthe sp. in Psidium guineense and Pestalotiopsis maculans in Callistemon 

viminalis. In addition, by comparing the shape of the features and aspects of the colony 

with the characters that were molecularly and morphologically characterized, a fungus of 

the genus Colleotrichum associated with the symptom of Callistemon viminalis seedlings 

and fungi of the genus Pestalotiopsis state to the seedlings of the seedlings was identified. 

from Psidium guineense and Vitex polygama. However, the identification of 

phytopathogenic fungi based on multigenic molecular analyzes and more detailed 

morphological and cultural analyzes are necessary to confirm the results obtained and to 

better define the species of some genera. In Chapter II, the pathogenicity of C. karstii 

obtained from S. tubulosa (seven-bark) seedlings was evaluated by inoculating the isolate 

into healthy detached leaves, with and without injury, by the mycelium disc method. Seven 

days after inoculation, leaf spots similar to those observed in seven-bark seedlings with 

symptoms in the nursery were observed. From the pathogen reisolation of the inoculated 

leaves it was possible to conclude the presence of C. karstii, proving the pathogenicity of 

the fungus and completing the Koch Postulates. This is the first report of anthracnose in S. 

tubulosa species. The other pathogen-plant associations pointed out in this paper need to 

undergo inoculation procedure and re-isolation, continuing the Koch Postulates in order to 

confirm all the pathosystems addressed. 

 

Keywords: Phytopathogens. Diagnosis. Koch Postulates. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O cenário econômico e socioambiental do Brasil aponta para uma demanda cada 

vez maior por mudas de espécies florestais, nativas e exóticas, em resposta à necessidade da 

implantação de povoamentos produtivos, restauração e recuperação de áreas degradadas, 

silvicultura urbana, dentre outros (WALKER et al., 2011). São projetos que visam o 

suprimento constante de matéria-prima para mercado interno e externo do país, bem como, 

atender às exigêncais das políticas ambientais, nacionais e internacionais, que prezam pela 

conservação da biodiversidade e preservação de serviços ambientais que são essenciais para 

a manutenção da vida no planeta (MORAES et al., 2015).   

Os viveiros de produção de mudas são os principais responsáveis pelo suprimento 

de tal demanda, e para isto, é essencial que detenham de um regime de manejo pelos quais 

as mudas produzidas reflitam sua qualidade no êxito dos projetos florestais estabelecidos. 

A produção de mudas de qualidade é dependente de vários fatores. Dentre eles, 

podemos citar, a escolha cuidadosa do material genético (seleção correta da árvore matriz), 

a qualidade fisiológica e fitossanitária das sementes utilizadas para a propagação, qualidade 

dos insumos utilizados, sanidade e higiene do viveiro, técnicas de produção e manejo 

adotados (DELGADO, 2012, LOPES, 2004). 

Contudo, as doenças se destacam entre os principais fatores que afetam 

negativamente a qualidade das mudas produzidas em viveiros florestais. De uma forma 

geral, os setores de viveiro possuem uma série de condições ambientais favoráveis ao 

desenvolvimento das mudas, que favorecem também a ocorrência e a multiplicação de 

pragas e doenças. A água em abundância, além de condições de alta umidade relativa do ar 

e temperatura, o tecido vegetal tenro e a proximidade das mudas, bem como, a existência de 

fontes de contaminação (sementes, solo, água, equipamentos contaminados), são fatores 

que predispõem o aparecimento e favorecem o desenvolvimento de patógenos nestes 

ambientes (DAVIDE; SILVA, 2008, GRIGOLETTI JÚNIOR; AUER; SANTOS, 2001). As 

doenças abióticas (ALFENAS et al., 2009) e as doenças causadas por fungos, estão entre as 

de maior ocorrência em viveiros florestais (KRUGNER, 1997).  

O manejo integrado de doenças (MID) é a melhor forma de se prevenir problemas 

fitossanitários em viveiros e promover uma produção sustentável e de qualidade. Para tal, a 

realização de inspeções sistemáticas da produção visando a diagnose de anormalidades nas 

mudas, se torna crucial, a fim de que se possa, precocemente, tomar decisões que evitem 
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possíveis perdas na produção (ALFENAS et al., 2009; GRIGOLETTI JÚNIOR; AUER; 

SANTOS, 2001, MAFIA; ABAD; FERREIRA, 2013). 

O viveiro de mudas do IFMG - campus São João Evangelista é um viveiro de 

pequeno porte que produz mudas florestais, predominantemente mudas seminais de 

espécies pertencentes à flora nativa brasileira, com a finalidade de atender as demandas de 

pequenos produtores e instituições da região. Ainda não existem trabalhos relacionados ao 

estudo das condições fitossanitárias do Viveiro em questão. 

Neste contexto, este trabalho tem como principal objetivo realizar um estudo para 

detecção e identificação de fungos fitopatogênicos associados à mudas florestais produzidas 

no Viveiro do IFMG - campus São João Evangelista. 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CONCEITOS EM FITOPATOLOGIA  

 

Em condições ideais de ambiente, toda planta sadia desenvolve suas funções 

fisiológicas dentro da capacidade máxima de seu potencial genético (AGRIOS, 2005; 

ALFENAS et al., 2009).  

Entretanto, em condições desfavoráveis, como a incidência e o ataque de patógenos 

(agentes bióticos) e condições ambientais anormais ou extremas (agentes abióticos), o 

vegetal pode sofrer alterações deletérias contínuas em sua fisiologia normal e, neste caso, 

diz-se que a planta está doente (AGRIOS, 2005, KRUGNER, 1997). Tais desvios 

fisiológicos são prejudiciais e levam a um desequilíbrio no balanço energético entre os 

processos geradores e consumidores de energia, com consequente prejuízo para a planta 

(ALFENAS et al., 2009).  

As doenças bióticas são causadas por agentes bióticos ou infecciosos como fungos, 

bactérias, nematoides, vírus, micoplasmas, espiroplasmas, protozoários e plantas parasíticas 

superiores. A patogenicidade destes organismos está relacionada à respectiva capacidade de 

multiplicação no hospedeiro vegetal e ao fato de serem transmissíveis para plantas sadias, 

utilizando, para isto, diferentes meios de disseminação (AGRIOS, 2005, ALFENAS et al., 

2009).  



10 

 

 

 

As doenças abiótica ou não infecciosa são causadas por agentes abióticos (estresse 

hídrico, deficiência ou excesso de luz, deficiência ou excesso de nutrientes, geadas, etc.) e 

não são transmissíveis de uma planta doente para uma planta sadia (ALFENAS et al., 2009, 

MICHEREFF, 2014, ZANARDI; GARLET, 2014, KRUGNER, 1997). 

A sintomatologia é o estudo dos sintomas e sinais de uma doença visando sua 

diagnose. Os sintomas são uma resposta do hospedeiro em decorrência da atuação do 

agente causal, biótico ou abiótico, ou devido ainda à anormalidades genéticas (ALFENAS 

et al., 2009). Para doenças bióticas, os sintomas são classificados em primários ou 

secundários quanto ao local de ação do patógeno. Enquanto os sintomas primários são 

expressos no local de ação, os sintomas secundários manifestam-se à distância deste, como 

um reflexo da infecção (ALFENAS et al., 2009). Os sinais da doença são as próprias 

estruturas do patógeno formadas sobre e, ou, no interior do tecido ou órgão vegetal doente 

(AGRIOS, 2005, ALFENAS et al., 2009).  

A diagnose consiste na identificação do agente causal da doença com vistas ao seu 

manejo ou controle (ALFENAS et al., 2009). De acordo com os autores, o primeiro passo 

no diagnóstico de uma doença é distinguir uma planta doente de uma planta sadia. Para isto 

é fundamental que o fitopatologista conheça muito bem a cultura. Em caso de detecção de 

anormalidades sobre as quais não se identifique, de imediato, o agente causal relacionado, 

amostras representativas da população infectada devem ser coletadas e enviadas à 

laboratórios especializados, a fim de que seja efetuada a diagnose.  

Segundo Alfenas et al. (2009) e Alfenas e Mafia (2016), de uma forma geral, os 

procedimentos para diagnose de fungos fitopatogênicos envolvem: protocolação e 

fotografia das amostras, isolamentos direto ou indireto, análises moleculares (PCR 

(Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento de DNA), Postulados de Koch, dentre 

outros. Contudo, cada procedimento deve ser escolhido de acordo com a condição e tipo da 

amostra.  

Diferente das fitobactérias, os fungos fitopatogênicos esporulam em determinadas 

condições, podendo, muitas vezes, serem visualizadas suas estruturas (corpos de 

frutificação, esporos, micélios, etc.) através de um microscópio estereoscópico ou 

microscópico óptico e, a partir disto, realizar o isolamento direto do patógeno, por meio da 

transferência da estrutura fúngica para o meio de cultura apropriado (ALFENAS; MAFIA, 

2016).  
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Em tecidos com ausência de estruturas visíveis, as condições para esporulação 

podem ser fornecidas por meio da incubação em câmara úmida, que pode ser feita tanto em 

caixa tipo gerbox forrada com papel umedecido com água destilada, quanto em meio ágar-

água em placas de Petri (CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).  

Entretanto, em muitos casos, o patógeno está dentro dos tecidos da planta e não 

produz estruturas na superfície do órgão lesionado (ausência de sinais) (CAROLLO; 

SANTOS FILHO, 2016). Nestas situações, o isolamento indireto pode ser feito a partir de 

fragmentos vegetais recém-infectados, pela transferência deste material, previamente 

desinfestado, para o meio de cultura (ALFENAS; MAFIA, 2016).  

A partir do isolamento e cultivo dos fungos em cultura pura, a identificação dos 

mesmos pode se dá, em nível de gênero ou até mesmo de espécie, por meio do estudo das 

características culturais e morfológicas, tais como tamanho, aspecto e coloração de colônias 

e a descrição das estruturas reprodutivas sexuais e assexuais, como os esporos e corpos de 

frutificação (AGRIO, 2005). Quando não é possível identificar um microrganismo apenas 

por suas características culturais e morfológicas, técnicas moleculares, como a PCR e o 

sequenciamento do material genético, podem ser empregadas e apresentam grande 

confiabilidade para confirmar ou complementar a diagnose. 

A Polymerase Chain Reaction (PCR) é um método in vitro de amplificação, em 

progressão geométrica, de uma determinada região do DNA de um organismo definida por 

primers específicos, por atuação da enzima Taq DNA Polimerase. A partir da PCR é 

possível identificar microrganismos a nível molecular e, ou, subsidiar o sequenciamento do 

material genético que, por sua vez, torna possível a identificação através de análises de 

similaridade da sequência genética obtida em relação à genomas já descritos e depositados 

em bancos de dados públicos (ALFENAS; MAFIA, 2016). 

Os Postulados de Koch (KOCH, 1884) são empregados para se determinar a 

patogenicidade de um microrganismo, ou seja, a capacidade que o organismo, associado ao 

hospedeiro, tem de causar doença. Para tal, de acordo com os Postulados, é necessário que 

se observe seguintes condições (AGRIOS, 2005, CAROLLO; FILHO, 2016): 

1) O agente causal suspeito deve estar presente em todos os organismos 

doentes examinados; 

2) O agente causal suspeito deve ser isolado a partir do organismo hospedeiro 

doente e cultivado em cultura pura; 
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3) Quando a cultura pura do agente causal anteriormente isolado é inoculada 

num hospedeiro susceptível saudável, este deve reproduzir a doença 

específica, sendo esta visível na forma de características sintomáticas; 

4) O organismo do hospedeiro suscetível doente deve ser reisolado em cultura 

pura visando comparar com a cultura pura original.  

A confirmação da patogenicidade do microrganismo é prerrogativa para estudo da 

etiologia, epidemiologia, manejo e controle da doença. 

 

2.2 PRODUÇÃO DE MUDAS FLORESTAIS EM VIVEIROS 

 

O setor florestal brasileiro se destaca, a nível, mundial, por sua grande capacidade e 

diversidade produtiva. A extensão territorial do Brasil, as condições edafoclimáticas e a 

grande disponibilidade hídrica, as legislações ambientais vigentes, a pesquisa e as 

tecnologias desenvolvidas, são os principais fatores que contribuem para o sucesso do setor 

no país (EMBRAPA FLORESTAS, 2015).  

Além da responsabilidade de produção, visando suprir a demanda madeireira e não-

madereira do mercado interno e externo, o setor florestal brasileiro é também responsável 

pela preservação da biodiversidade, que está ameaçada. E, para isso, tem como diretrizes as 

políticas ambientais, nacionais e internacionais, que prezam pelo desenvolvimento 

sustentável (EMBRAPA FLORESTAS, 2015).   

Os viveiros florestais atuam na base de todo o setor florestal, sendo responsáveis 

pela produção de mudas de espécies nativas e exóticas, visando à implantação de 

povoamentos de exploração comercial, silvicultura urbana, instalação de projetos de 

restauração e recuperação de áreas degradadas, dentre outros (DELGADO, 2012, 

VENTURA et al., 2017, WALKER et al., 2016). 

Um diagnóstico realizado no ano de 2015 pelo Instituto de Pesquisa Econômica 

Aplicada – IPEA (SILVA et al., 2015), aponta que o Brasil possui aproximadamente 1.276 

viveiros produtores de espécies florestais nativas. A maioria dos viveiros pesquisados 

possui a produção média entre 50 e 100 mil mudas/ano. 

Contudo, Alfenas et al. (2009) e Dias et al. (2006) apontam que os viveiros de 

produção de espécies florestais nativas, apresentam atraso tecnológico de mais de 30 anos 

em relação aos viveiros clonais de produção de mudas de Pinus e Eucalyptus. 
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No que se diz respeito à ocorrência de doenças bióticas, que são uns dos principais 

fatores limitantes à produção de mudas de qualidade pelos viveiros (ZANARDI; GARLET, 

2014), os viveiros clonais hoje se sobressaem aos viveiros de produção de mudas nativas, 

no investimento em um sistema de manejo que seja eficiente e viável. De forma geral, os 

viveiros clonais estão evoluindo para a construção dos setores produtivos com estruturas 

metálicas individualizadas e com tetos móveis; automatização dos controles climáticos, de 

fertilização e de irrigação; uso de canteiros suspensos; seleção de material propagativo de 

alto vigor genético e livre de inóculos fitopatogênicos e inspeção fitossanitária contínua e 

rigorosa de ambiente, equipamentos e insumos da produção (FILHO, 2009). São fatores 

que, de forma integrada, corroboram para a menor ocorrência de doenças nestes viveiros 

(FILHO, 2009). 

Os principais fatores que podem comprometer a qualidade das mudas nos viveiros 

de produção de espécies florestais nativas, pela maior ocorrência de doenças bióticas, estão 

comumente associados à escolha do material genético de baixo vigor fisiológico e ao seu 

processamento e armazenamento em condições inadequadas; uso de insumos 

contaminados;  uso da água advinda de cursos hídricos ou de poços artesianos, sem o 

devido tratamento prévio para irrigação; irregularidades na irrigação e fertilização das 

mudas; viveiros não cobertos por sombrites ou lonas; plantio em canteiros não suspensos; 

dentre outros fatores (ALMEIDA et al., 2007, SILVA et al., 2015).  

Neste contexto, o que pode ser feito em relação a estas realidades é um fluxo de 

informações entre as técnicas que estão sendo adotadas atualmente nos viveiros clonais e 

aquilo que pode ser adaptado ao sistema produtivo dos viveiros de produção de mudas 

nativas, no que tange a prevenção e o manejo das doenças florestais, visando o 

fornecimento de mudas satisfatório às exigências e necessidade do setor florestal brasileiro.  

 

2.3 DOENÇAS CAUSADAS POR FUNGOS EM VIVEIROS 

 

De acordo com Krugner (1997), em viveiros de produção de mudas é muito comum 

a ocorrência de doenças como o damping-off ou tombamento de mudas, a podridão de 

raízes e as doenças foliares (manchas e crestamentos).  A morte de ponteiros e as necroses 

de tecidos do caule, as ferrugens e oídios também podem ocorrer com frequência 

(DAVIDE; SILVA, 2008). 
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O damping-off pode ocorrer em qualquer espécie florestal, tanto na fase de pré-

emergência, quando o patógeno coloniza a semente e causa sua morte antes da germinação 

ou atacam a radícula impedindo o desenvolvimento da plântula, quanto na pós-emergência, 

quando a infecção ocorre na haste da muda, principalmente na região do coleto, causando 

anelamento do floema com consequente murcha e tombamento (ALFENAS et al., 2009).  

Fungos do gênero Calonectria (=Cylindrocladium), Rhizoctonia e Botrytis são ditos 

como os principais causadores de tombamentos de mudas em espécies de Eucalyptus 

(ALFENAS et al., 2009). Lazarotto et al. (2012) também relataram Rhizoctonia sp. como 

agente causal do tombamento de mudas da espécie arbórea nativa brasileira, Cedrela fissilis 

(cedro).  

Outros fungos também podem estar associados ao tombamento de mudas de 

espécies florestais em viveiros, como alguns do gênero Pythium, Phytophtora e Fusarium 

(ALFENAS et al., 2009, BELLEI, 2013). Walker et al. (2016) relataram Fusarium 

acuminatum e Fusarium verticillioides causando tombamento em pré e pós emergência em 

Cordia americana (guajuvira), espécie florestal amplamente distribuída no território 

brasileiro e que apresenta importância econômica e ambiental, devido à qualidade de sua 

madeira e potencial de utilização em reflorestamentos.  

O fungo Sclerotium rolfsii Sacc possui ampla gama de hospedeiro, já sendo 

constatada a associação do patógeno ao tombamento de mudas de Anadenanthera 

peregrina (angico-vermelho), Chorisia speciosa (paineira-rosa), Clitoria fairchildiana 

(sombreiro), Copaifera langsdorffii (copaíba), Delonix regia (flamboyant-vermelho), 

Enterolobium contortisiliquum (orelha-de-negro), Leucaena leucocephala (leucena), 

Mabea fistulifera (canudo-de-pito), Platymiscium pubescens (tamboril-da-mata), Senna 

macranthera (fedegoso), Spathodea campanulata (espatódea) e Handroanthus avellanedae 

(ipê-roxo) (MAFIA; ALFENAS; RESENDE JÚNIOR, 2007).  

A podridão de raízes também é uma doença comumente encontrada em viveiros, 

sendo associada à fungos do gênero Calonectria (=Cylindrocladium), Fusarium, Pythium, 

Rhizoctonia e Phytophthora (BERGAMIN FILHO; AMORIN, 2011). Segundo os autores, 

geralmente, o patógeno causa necrose nos tecidos radiculares, provocando sintomas de 

escurecimento e apodrecimento. Este tipo de doença tem ocorrido com maior frequência 

em espécies de Pinus, sendo fungos do gênero Fusarium e Calonectria (=Cylindrocladium) 

os mais associados nestes casos (AUER et al. 2001, KRUGNER, 1997). Na região central e 

sudeste do Brasil, Ferreira (1989) apud Assis, Coelho Netto e Barbosa (2007) relatou a 
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ocorrência dc podridão de raízes de Araucaria angustifólia Bert. (araucária), causada por 

Calonectria (=Cylindrocladium) clavatum. Mazarotto et al. (2019) relataram Fusarium 

causando má formação e podridão de raízes de Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa). 

Em mudas com folhagem já desenvolvidas podem ocorrer as doenças de parte aérea, 

como as manchas e crestamentos foliares. Doenças desta natureza prejudicam o 

desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dos hospedeiros, através da redução da área ativa 

para fotossíntese (DAVIDE; SILVA, 2008). Os sintomas variam de acordo com o agente 

etiológico, as condições ambientais e o hospedeiro. Contudo, em geral, surgem lesões 

circulares alongadas, às vezes circundadas por halo amarelado, que evoluem para necrose 

do tecido, morte parcial ou total das folhas e quedas das mesmas (DAVIDE; SILVA, 2008). 

Em Pinus e Eucalyptus, espécies de Calonectria (=Cylindrocladium) são os agentes mais 

comumente envolvidos causando manchas foliares (KRUGNER, 1997). Botrytis cinerea, 

Quambalaria eucalypti, Hainesia lythri, Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotiopsis sp.,  

Phytophthora sp. e Cercospora sp. são outros fungos que atacam partes aéreas de mudas de 

Eucalyptus em viveiro, causando manchas e lesões foliares (ALFENAS et al., 2009, 

DAVIDE; SILVA, 2008, KRUGNER, 1997).  

Vários outros fungos podem estar associados à doenças de parte aérea. Em espécies 

nativas da flora brasileira, há relatos de Sclerotium coffeicola Bull. causando manchas 

foliares em Swietenia macrophylla King. (mogno) (ASSIS; COELHO NETTO; 

BARBOSA, 2007). Hanada, Gasparotto e Ferreira (2004) relataram Pseudobeltrania 

cedrelae P. Hennings causando manchas foliares em Cedrela odorata L. em Manaus-AM. 

Maciel et al., (2012) relataram que Pestalotiopsis sp. mostrou-se patogênico à mudas de 

Schinus terebinthifolius Raddi. (aroeira-vemelha), causando manchas foliares. Auer (2001) 

aponta Corynespora cassiicola, Asteromidium Handroanthuse, Phaeoramularia 

Handroanthuse causando manchas foliares em espécies de Handroanthus (ipês). 
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DETECÇÃO DE FUNGOS FITOPATOGÊNICOS ASSOCIADOS À MUDAS DE 

ESPÉCIES FLORESTAIS  

 

 

 

 

 



20 

 

   

 

3 CAPÍTULO I - DETECÇÃO DE FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

ASSOCIADOS À MUDAS DE ESPÉCIES FLORESTAIS  

 

RESUMO 

 

Os fungos fitopatogênicos são responsáveis por aproximadamente 90% das doenças 

bióticas que ocorrem em viveiros florestais. Geralmente causam damping-off, podridão de 

raízes e doenças foliares. A identificação precisa dos agentes causais das doenças é 

fundamental para os estudos da etiologia, epidemiologia, manejo e controle. Desta forma, o 

objetivo do presente trabalho foi detectar os principais fungos fitopatogênicos associados à 

mudas florestais sintomáticas do Viveiro do IFMG-SJE. Após o isolamento dos fungos em 

meio de cultura, a identificação dos mesmos foi realizada através da caracterização 

morfológica e da caracterização molecular, realizada pelo sequenciamento da região ITS 

rDNA (Internal Transcribed Spacer) utilizando os primers ITS1/ITS4. Foram obtidos 12 

isolados de fungos a partir de 7 espécies florestais. Dos 12 isolados obtidos, 9 forneceram 

DNA suficiente para amplificação por PCR e então foram sequenciados, obtendo-se a 

identificação das seguintes associações patógeno-planta: complexo Colletotrichum 

gloeosporioides em Dypsis lutescens; Colletotrichum karstii em Samanea tubulosa; 

Colletotrichum melonis em Clitoria faichildiana; Colletotrichum karstii e Diaporthe 

infecunda em Sapindus saponaria; Diaporthe phaseolorum em Vitex polygama; Diaporthe 

sp. em Psidium guineense e Pestalotiopsis maculans em Callistemon viminalis.  

Adicionalmente, comparando o formato dos conídios e aspectos da colônia aos caracteres 

dos isolados que foram caracterizados molecular e morfologicamente, identificou-se um 

fungo do gênero Colleotrichum associado ao sintoma de manchas foliares em mudas de 

Callistemon viminalis e fungos do gênero Pestalotiopsis associados a manchas foliares em 

mudas de Psidium guineense e Vitex polygama. Através de buscas na literatura não foram 

encontrados relatos das associações patógeno-planta apontadas neste trabalho. Dessa forma, 

é essencial que se conclua, futuramente, os Postulados de Koch, a fim de confirmar a 

patogenicidade dos fungos identificados em seus respectivos hospedeiros.  

 

Palavras-chave: Manchas Foliares. Região ITS rDNA. Caracterização Morfológica. 
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ABSTRACT 

 

Phytopathogenic fungi are responsible for approximately 90% of biotic diseases that occur 

in forest nurseries. They can cause damping, root rot and leaf disease. Accurate 

identification of causal disease agents is critical for studies of etiology, epidemiology, 

management and control. Thus, the objective of the present work was to detect the main 

phytopathogenic fungi associated with symptomatic forest seedlings of IFMG-SJE Nursery. 

After isolation of the fungi in the culture medium, their identification was performed 

through morphological characterization and molecular characterization, performed by 

sequencing the ITS rDNA (Internal Transcribed Spacer) region using the ITS1/ITS4 

primers. Twelve types of fungi were selected from seven forest species. Of the 12 selected, 

9 provided sufficient DNA for PCR amplification and then sequenced to identify the 

following plant descriptions: Colletotrichum gloeosporioides Complex in Dypsis lutescens; 

Colletotrichum karstii in Samanea tubulosa; Colletotrichum melonis in Clitoria 

faichildiana; Colletotrichum karstii and Diaporthe infecunda in Sapindus saponaria; 

Diaporthe phaseolorum in Vitex polygama; Diaporthe sp. in Psidium guineense and 

Pestalotiopsis maculans in Callistemon viminalis. In addition, by comparing the conidia 

shape and colony aspects to the characteristic traits that were molecularly and 

morphologically characterized, a fungus of the genus Colleotrichum associated with the 

symptom of leaf drafts in Callistemon viminalis seedlings and fungi of the genus 

Pestalotiopsis affiliated with several foliars was identified in seedlings of Psidium 

guineense and Vitex polygama. Through literature searches no reports of associations 

related to plants and plants were found in this work. Therefore, it is essential that you 

complete the Koch Postulates in the future in order to confirm the pathogenicity of the 

identified fungi on your hosted servers. 

 

Key words: Leaf Spot. ITS rDNA Region. Morphological Characterization. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

O setor florestal brasileiro vem se expandindo ao longo dos últimos anos, visando 

suprir, continuamente, o aumento da demanda por produtos florestais madeireiros e não-

madeireiros e por serviços ambientais. Ressalvadas as condições ambientais, econômicas e 

científicas favoráveis à atual expansão florestal no Brasil, existem os fatores que podem 

limitar as perspectivas de desenvolvimento do setor, como é o caso das doenças florestais, 

que podem causar danos e prejuízos em todos os elos da cadeia de produção. 

As doenças florestais são, em sua maioria, de causa abiótica, decorrentes de 

intempéries, de condições inadequadas de manejo ou da ação momentânea de fatores 

físicos e, ou, químicos adversos (ALFENAS et al., 2009). No entanto, a ocorrência de 

agentes bióticos, como vírus, nematoides, fungos e bactérias fitopatogênicas, também é 

comum e podem causar grandes perdas econômicas. Em condições de viveiro, os 

fitopatógenos podem atacar diversos órgãos da planta, incluindo folhas, caule e raízes 

(ALFENAS et al., 2009). 

Os fungos, organismos microscópicos, aclorofilados e eucarióticos (GRIFFIN, 

1994) são responsáveis por aproximadamente 90% das doenças bióticas que ocorrem em 

viveiros florestais (DAVIDE; SILVA, 2008). Causam doenças como o damping-off, a 

podridão de raízes, doenças foliares, morte de ponteiros, necroses de tecidos do caule 

(KRUGNER, 1997), ferrugens e oídios (DAVIDE; SILVA, 2008). 

Assim como os viveiros de produção clonal de Eucalyptus e de Pinus evoluíram em 

seus processos produtivos, no que se diz respeito às práticas de prevenção e medidas de 

manejo integrado de doenças (ALFENAS et al., 2009), os viveiros de produção de mudas 

nativas, que possuem importante papel no fornecimento de mudas para projetos de 

conservação, restauração e recuperação de ambientes degradados, também precisam estar 

bem assistidos de informações que, na prática, culminem na melhoria de seu sistema 

produtivo visando o fornecimento de mudas com melhor qualidade fisiológica e sanitária. 

O presente trabalho parte destas prerrogativas e teve como objetivo, detectar os 

principais fungos fitopatogênicos associados à mudas florestais sintomáticas no Viveiro do 

IFMG-SJE, como prerrogativa à estudos futuros para o manejo das doenças. 
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3.2 METODOLOGIA 

 

3.2.1 Obtenção das amostras 

 

As mudas avaliadas no estudo foram obtidas no Viveiro Florestal do IFMG - 

campus São João Evangelista, localizado na cidade de São João Evangelista – MG que 

pertence à Mesorregião do Vale do Rio Doce, Bacia do Rio Suaçuí, região centro-nordeste 

do Estado de Minas Gerais.  

De acordo com a classificação proposta por Köppen, na região predomina o clima 

do tipo Cwa, temperado chuvoso-mesotérmico, caracterizado por invernos secos e verões 

chuvosos, precipitação média anual de 1.400 mm e temperatura média anual de 21°C, com 

máxima média de 27°C e mínima média de 14°C (ANTUNES, 1986). 

 

3.2.2 Amostragem e procedimentos para diagnose 

 

Em visitas ao Viveiro, as mudas que foram detectadas apresentando sintomas de 

doença biótica foram transportadas, diretamente nos tubetes de plantio, para o Laboratório 

de Fitopatologia do Instituto Federal de Minas Gerais – campus São João Evangelista 

(IFMG/SJE). 

No laboratório, as mudas de cada espécie florestal foram fotografadas, protocoladas 

e, de acordo com os sintomas e, ou, sinais foliares observados em microscópio 

estereoscópio, definiram-se os procedimentos a serem realizados para diagnose. Sendo que, 

a presença de esporulação foi condição para realização de isolamento direto de fungo; 

enquanto que a ausência de esporulação e de exsudação de pus bacteriano serviu como 

direcionamento para preparo de câmara úmida e, ou isolamento indireto dos 

microrganismos associados ao tecido vegetal aparentemente infectado. 

 

3.2.3 Isolamento de fungos patogênicos de tecidos foliares 

Os fungos foram isolados de forma direta e, ou, indireta a partir de folhas das 

amostras, seguindo as metodologias propostas por Alfenas e Mafia (2016).  

O isolamento direto foi realizado a partir da visualização das estruturas vegetativas 

ou reprodutivas do patógeno sobre o órgão infectado, com auxílio de um microscópio 
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estereoscópico, com a posterior transferência direta das estruturas observadas para placas 

de Petri, em triplicata, contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-ágar).  

Nos casos onde não houve presença de sinais fúngicos nas amostras, foram 

realizados testes de exsudação em gota, a fim de verificar se a mancha foliar observada 

poderia estar sendo causada por infecção bacteriana. Para realização do teste de exsudação, 

pequenos fragmentos (0,5 x 0,5 cm) foram cortados nas margens da lesão do tecido 

infectado. Logo em seguida, os fragmentos foram colocados em uma lâmina microscópica 

sobre a qual, adicionou-se gotas de água destilada, depositando, ao final, uma lamínula 

(ALFENAS, MAFIA, 2016). 

Quando não foi constatada a exsudação de pus bacteriano nas amostras analisadas, 

as mesmas foram lavadas em água corrente e incubadas em câmara úmida a 25ºC, 

fotoperíodo de 12 horas, por um período de 24 horas, a fim de favorecer a esporulação e 

permitir o isolamento direto de fungos potencialmente associados.  

Quando não houve presença de sinais, mesmo após a câmara úmida, o isolamento 

indireto foi realizado, por meio da desinfestação de fragmentos vegetais retirados da região 

de transição entre tecido infectado e sadio, seguida da transferência destes fragmentos para 

placas de Petri, em triplicata, contendo meio de cultura BDA. A desinfestação dos 

fragmentos foi feita seguindo a série: I. Imersão em álcool 70% por 30 segundos; II. 

Imersão em hipoclorito de sódio 0,1% por 3 minutos; e III. Imersão em água destilada e 

esterilizada por 1 minuto, três vezes.  

As placas, tanto do isolamento direto quanto do isolamento indireto, foram 

incubadas em câmara tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 25 ºC, com fotoperíodo 

de 12 horas, até a formação de colônias. A fim de obter a cultura pura de cada isolado, as 

culturas fúngicas crescidas foram repicadas para placas com o mesmo meio de cultura 

utilizado para o isolamento e incubadas novamente em câmara B.O.D. 

 

3.2.4 Identificação dos fitopatógenos associados às mudas  

 

3.2.4.1 Amplificação por PCR e sequenciamento da região ITS rDNA 

 

A identificação dos fungos isolados e em cultura pura foi feita através de técnicas 

moleculares realizadas em parceria com o Laboratório de Patologia Florestal Molecular, da 

Universidade Federal de Viçosa. 
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A extração de DNA dos fungos isolados foi feita utilizando o Kit Wizard Genomic 

DNA Purification
®
, de acordo com as instruções do fabricante (Promega Biotecnologia, 

Brasil). Após a extração, a concentração do DNA de cada amostra foi quantificada pelo 

Programa Nanodrop2000, utilizando-se o espectrofotômetro Nanodrop® (Thermo 

Scientific) e, a partir dos resultados da quantificação, o DNA foi diluído para a 

concentração de 15 ng µL-¹.  

Após o feito, as amostras foram submetidas à PCR para amplificação da região ITS 

rDNA (500-1000pb), utilizando os primers forward ITS1 (5’ TTC CGT AGG TGA ACC 

TGC GG 3’) e reverse  ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (WHITE et al., 

1990). A reação de PCR foi preparada para um volume final de 30 µL, contendo 2,0 µL de 

DNA (15 ng µL-¹), 1,5 µL de cada primer (10 mM); 15 µL de GoTaq Master Mix
®
 

(Promega) e 10 µL de água destilada ultrapura. As amplificações por PCR foram realizadas 

no Termociclador Veriti 96
®
 Well Thermal Cicler, utilizando um programa que consistiu de 

um ciclo de desnaturação inicial a 96 °C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 

desnaturação (96°C por 15 segundos), anelamento (50°C por 15 segundos) e extensão 

(60°C por 4 minutos). 

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose, que foi preparado com 1,5g de 

agarose e 150mL de Tris Acetato EDTA (TAE). O gel foi posteriormente corado com 

Brometo de Etídio (1,0 µg mL-¹) e fotodocumentado no aparelho fotodocumentador tipo 

L.PIX (Loccus Biotecnologia). 

Os mesmos primers utilizados para amplificação do DNA foram utilizados no 

sequenciamento. A região amplificada de cada amostra foi sequenciada utilizando o 

sequenciador modelo 3500 da Applied Biossystems.  

As sequências obtidas através do sequenciamento foram editadas pelo software 

Sequence Scanner 2.0 da Applied Biosystems e alinhadas pelo programa ClustalW 

concatenado ao software Mega 5.2 (TAMURA et al. 2011). A sequência consenso de cada 

amostra foi utilizada para realizar buscas por sequências similares depositadas no GenBank, 

utilizando o software Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (NATIONAL 

CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI).   
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3.2.4.2 Análise Bayesiana 

 

A partir das sequências obtidas, juntamente com sequências de maior similaridade 

apresentadas no BLASTn (Apêndice 1), foram geradas árvores filogenéticas, empregando o 

método de Inferência Bayesiana, utilizando o programa MrBayes 3.1.2 (HUELSENBECK; 

RONQUIST, 2001). O modelo de substituição de nucleotídeos foi escolhido com base no 

critério de informação de Akaike (AIC) no MrModelTest 2.0 (NYLANDER, 2004), o qual 

compara cada modelo com todos os outros. A probabilidade a posteriori na distribuição de 

árvores foi criada usando algoritmo MCMC (Metropolis-coupled Markov Chain Mont 

Carlo) de duas cadeias iniciadas a partir de uma árvore ao acaso, com 1.000.000 de 

gerações executadas, sendo descartadas 25% das primeiras árvores. As árvores 

filogenéticas foram visualizadas e editadas no programa FigTree 1.3.1. 

(http://tree.bio.ac.uk/software) e Inkscape 0.92.4 <https://inkscape.org/pt-br/>. 

A espécie Cercospora fagopyri foi escolhida como outgroup da análise filogenética 

das sequências de Colletotrichum spp. Enquanto que a espécie Phoma neerlandica foi 

escolhida como outgroup para as análises filogenéticas das sequências de Pestalotiopsis e 

Diaporthe. 

 

3.2.4.3 Caracterização morfológica dos isolados 

 

A fim de complementar as análises moleculares, realizou-se a caracterização 

morfológica dos isolados.  

 Os isolados obtidos de Colletotrichum foram avaliados morfologicamente a partir 

de lâminas de microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999 apud SBRAVATTI JÚNIOR et al., 

2013).  

Para a técnica do microcultivo foram utilizadas placas de Petri esterilizadas, 

contendo em seu interior uma lâmina e um chumaço de algodão para cada isolado. Um 

cubo de meio de cultura MEYA (extrato de malte - extrato de levedura - ágar), de 

aproximadamente 1 cm³ foi cortado e colocado sobre a lâmina contida no interior da placa. 

O respectivo isolado foi repicado em todos os lados do cubo, o qual foi posteriormente 

coberto por uma lamínula esterilizada. O algodão no interior da placa foi umedecido com 

água destilada esterilizada. A placa foi lacrada e mantida em câmara B.O.D. por 7 dias a 

25ºC e fotoperíodo de 12 horas.  

http://tree.bio.ac.uk/software
https://inkscape.org/pt-br/
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Após o tempo determinado, a lamínula foi retirada e colocada sobre outra lâmina 

limpa contendo uma gota de lactoglicerol (ácido láctico 85%, glicerol e água destilada, na 

proporção 1:2:1), sendo as bordas vedadas com esmalte. 

As lâminas preparadas foram observadas em microscópio óptico, utilizando a 

objetiva de 40× e as estruturas observadas foram fotografadas.  

Avaliou-se o tamanho de 50 conídios, por meio da medição do comprimento e da 

largura (PERES et al., 2002; TOZZE JÚNIOR et al., 2015; SUTTON, 1992 apud 

ANDRADE et al., 2007), utilizando o software Motic Images Plus 2.0.  

A avaliação dos formatos dos conídios de cada isolado foi feita de acordo com a 

descrição de Sutton (1992) apud Tozze Júnior et al., (2015), em que o Formato 1 (F1) é 

reto, fusiforme, com ápices afilados; o Formato 2 (F2) é reto, oblongo, com ápices 

arredondados; o Formato 3 (F3) é reto, clavado, afilado em uma extremidade e redondo na 

outra; e o Formato 4 (F4) é reto, com constrição. 

 Quanto ao formato dos apressórios, os mesmos foram classificados em: i) irregular 

e lobado, com as margens onduladas; ii) irregular e fracamente lobado, com as margens 

pouco onduladas; e iii) circular e liso, com as margens sem ondulação (SUTTON, 1992 

apud ANDRADE et al., 2007).  

O isolado de Pestalotiopsis foi caracterizado morfologicamente quanto ao tamanho 

de 50 conídios, número e tamanho de 50 apêndices e coloração e número de células dos 

conídios (LAZAROTTO et al., 2014; VASIĆ et al., 2017), a partir da observação de tais 

estruturas em lâminas de microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999 apud SBRAVATTI 

JÚNIOR et al., 2013), preparadas conforme já descrito anteriormente.  

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Foram obtidos 12 isolados de fungos associados à mudas sintomáticas de 7 espécies 

florestais, sendo elas: araçá-do-campo (Psidium guineense Sw.), palmeira-areca (Dypsis 

lutescens (H. Wendl.) Beentje & J. Dransf.)),  turumâ-do-cerrado (Vitex polygama Cham.), 

calisteno (Callistemon viminalis (Sol. ex Gaertn.), saboneteira (Sapindus saponaria L.), 

sete-cascas (Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W. Grimes) e sombreiro (Clitoria 

fairchildiana R.A. Howard) (Tabela 1). 
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O isolado IFMG4 se agrupou no clado as quais se incluíram as espécies C. 

fructicola e C. gloeosporioides, suportado por 70% de probabilidade a posteriori. Enquanto 

que o isolado IFMG5 se agrupou no clado das espécies C. gloeosporioides e C. 

theobromicola; clado este suportado por 65% de probabilidade a posteriori. Os isolados 

IFMG12 e IFMG15 se agruparam no clado das espécies C. karstii e C. boninense, com 

67% de probabilidade a posteriori. E o isolado IFMG16 se agrupou no mesmo clado de C. 

melonis, suportado com 71% de probabilidade a posteriori.  

Com base nestes resultados e tomando a classificação proposta por Damm, Cannon 

e Crous (2012) para fungos do gênero Colletotricum, foi possível observar apenas a 

ocorrência de três diferentes complexos relacionados aos isolados obtidos, sendo eles: 

Complexo de espécies de Colletotrichum gloeosporioides, a qual pertence C. 

gloeosporioides, C. fructicola e C. theobromicola; Complexo de espécies de 

Colletotrichum boninense, a qual pertence C.boninense e C.karstii; e Complexo de espécies 

de Colletotrichum acutatum, a qual pertence a espécie C. melonis. 

Analisando a árvore filogenética construída pelo método de Inferência Bayesiana 

considerando o isolado IFMG8 e outras sequências de Pestalotiopsis spp. do GenBank 

(Figura 5), foi possível observar que o isoaldo IFMG8 se agrupou no clado as quais se 

incluíram  P. maculans, P. mangiferae e P. clavispora. O modelo de substituição de 

nucleotídeos selecionado pelo MrModeltest 2.3 para análise das sequências foi o HKY.  
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Desta forma, como todos os isolados deste trabalho foram inicialmente identificados 

como pertencentes a gêneros do filo Ascomycota, pode-se justificar, em parte, a menor 

especificidade do marcador ITS para uma definição mais precisa de qual espécie de fungo 

corresponde, exatamente, cada um dos isolados.  

Cannon et al. (2000) apontaram que as análises filogenéticas realizadas com apenas 

único marcador genético, como no caso, somente a região ITS, geralmente não se mostram 

bem-sucedidas na definição de espécies do gênero Colletotrichum.  

Contudo, por ser considerado marcador universal, o ITS rDNA ainda é o mais 

utilizado na identificação inicial de microrganismos e, conforme o caso, atua como 

alternativa mais viáveis para subsidiar a escolha de outros marcadores moleculares que 

sejam mais específicos na definição de espécies. 

De acordo com Cai et al., (2009) e com Prihastuti et al. (2009), análises 

filogenéticas multi-gênicas, baseadas em marcadores como: Actina parcial (ACT), β-

tubulina (TUB2), Calmodulina (CAL), Glutamina sintetase (GS) e Gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GPDH), fornecem uma compreensão mais acurada das relações de 

Colletotrichum, e devem ser empregados sempre que possível e em conjunto com 

caracteres polifásicos reconhecíveis, como morfologia, fisiologia, patogenicidade, 

características culturais e metabólitos secundários.  

Hu et al. (2007) apontam que, também para identificação de espécies de 

Pestalotiopsis, a combinação de genes marcadores proporciona uma resolução filogenética 

melhor, quando comparado a análises feitas considerando apenas um gene. 

Maharachchikumbura et al. (2013) testaram 10 regiões gênicas (Actina parcial (ACT), 

Calmodulina (CAL), Glicamina sintetase (GS), Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GPDH), ITS, LSU, 18S nrDNA, RNA polimerase II, TEF e TUB) buscando definir 

espécies de Pestalotiopsis. Os autores compararam os dados morfológicos com sequenciais 

de cada gene para estabelecer quais caracteres resolveram satisfatoriamente os limites de 

espécies e, ITS, TUB e TEF, demonstraram serem os melhores marcadores moleculares 

para tal fim. Entretanto, neste mesmo estudo, o reconhecimento de espécies filogenéticas 

com base nas regiões combinadas dos genes ITS, TUB e TEF forneceu clados com valores 

de confiabilidade ainda maior. 
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3.3.3 Análises morfológicas 

 

Em relação à caracterização morfológica, os isolados de Colletotricum spp. 

(IFMG4, IFMG12, IFMG15 e IFMG16) apresentaram conídios hialinos, unicelulares e 

predominantemente retos, cilíndricos, com ápices arredondados (F2), com pequenas 

variações em alguns isolados (Figura 6A, 6B, 6C, 6D).  

 

Figura 6 – Conídios, conidióforos e apressórios dos isolados de Colletotrichum spp. A. Conídios do isolado 

IFMG4. B. Conídios do isolado IFMG12. C. Conídios do isolado IFMG15. D. Conídios do isolado IFMG16. 

E. Conidióforo livre do isolado IFMG4. F. Conidióforo livre do isolado IFMG16. G. Formação de acérvulo 

do isolado IFMG12. H. Formação de acérvulo do isolado IFMG15. I. e M. Apressórios de coloração marrom-

escuro de formato circular e liso dos isolados IFMG4 e IFMG16. J. e L. Apressórios de coloração marrom-

escuro de formato irregular e fracamente lobado dos isolados IFMG12 e IFMG15, respectivamente. Fonte: o 

autor. 

 

A mensuração do comprimento e da largura (µm) de 50 conídios de cada isolado 

revelou diferenças significativas em relação à largura (p <0,05) (Tabela 3). Contudo, não 
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Os isolados IFMG4 e IFMG16 produziram apressórios de coloração marrom-

escuro, com formato circular e oval e margens lisas, sem ondulação (Figura 6I, 6M). Já os 

isolados IFMG12 e IFMG15 produziram apressórios de coloração marrom-escuro de 

formato predominantemente irregular e fracamente lobado (com as margens pouco 

onduladas) (Figura 6J, 6L).  

A coloração das colônias de Colletotrichum spp., em meio de cultura BDA, aos 7 

dias de cultivo e a 25°C, foi predominante branco-azinzentada na porção superior, com 

presença de massa de conídios de cor laranja, e pigmentação alaranjada no verso (Figura 

7A, 7B, 7C, 7D, 7E, 7F). 

 

 

Figura 7 – Colônias dos isolados de Colletotrichum spp. A. Colônia do isolado IFMG4. B. Colônia do 

isolado IFMG12. C. Colônia do isolado IFMG15. D. Colônia do isolado IFMG16. E. Colônia do isolado 

IFMG6. F. Colônia do isolado IFMG13. G. Colônia do isolado IGMG8. Fonte: o autor. 
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Foi o que ocorreu, por exemplo, com o isolado IFMG4, identificado 

molecularmente como pertencentes ao complexo de espécies de Colletotrichum 

gloeosporioides, uma vez que, tanto C.gloeosporioides quanto com C.fructicola 

apresentaram similaridade aos isolados que se agruparam conjuntamente nos mesmos 

clados. Rabuske et al. (2018), no primeiro relato de C. gloeosporioides causando doença 

em Cassia fistula, no Brasil, descreveram os conídios do fungo como de formato fusiforme, 

hialino, unicelular, de 10 a 17,5 µm de comprimento e  2,5 a 5,0 µm de largura. Mafacioli 

et al. (2005) realizaram a caracterização morfo-fisiológica de C. gloeosporioides da 

pupunheira. Os autores descreveram que o fungo apresenta conídios hialinos e unicelulares, 

de formatos que variam de bastonete, elíptico à claviforme, com ápice obtuso ou 

arredondado e a base arredondada, podendo algumas vezes ser truncada. O tamanho dos 

conídios variam de 10,0 – (17,7) – 24,2 µm de comprimento e 2,5 – (3,7) – 5,0 µm de 

largura. Os apressórios são de formato clavado, irregular e oval e coloração castanha. 

Carraro et al. (2019), no primeiro relato de C. fructicola em caqui, no Brasil, descreveram 

os conídios do fungo isolado como sendo cilíndricos e hialinos, com comprimento e largura 

de 13,2×6,2 µm. Na caracterização morfológica feita por Costa et al. (2017), C. fructicola 

apresentou conídios cilíndricos, assépticos, hialinos, arredondados em ambas as 

extremidades, apresentando 10,5 a 22,5 μm de comprimento e 3,0 a 6,5 μm de largura. Os 

apressórios eram globosos, clavados e irregulares. 

Como se pode observar, tomando como base o formato de apressório (tanto circular 

quanto oval) e os valores médios do comprimento e largura do isolado IFMG4, iguais a 

14,67 µm e 3,93 µm, respectivamente (Tabelas 3 e 4), o mesmo se enquadraria nas 

descrições morfológicas tanto de C. gloeosporioides quanto de C. fructicola. Portanto, os 

caracteres morfológicos analisados, assim com as análises moleculares da região ITS, não 

foram suficientes para definir a qual espécie de Colletotrichum pertence o isolado IFMG8. 

Lima et al. (2013) descreveram C. karstii causando antracnose em manga e 

caracterizaram a espécie com conídios hialinos, cilíndricos e assépticos, com 14,52 µm 

(10,40 a 20,20) de comprimento e 4,90 µm (3,80 a 6,50) de largura. Bi et al. (2016) 

caracterizaram C. boninense com conídios hialinos e elipsóides, medindo 10,2 a 14,2 × 4,8 

a 6,0 μm. Freitas et al. (2011) caracterizaram a mesma espécie e também descreveram os 

conídios como hialinos e elipsóides, cujas dimensões estavam entre 10,0-16,0 µm  de 

comprimento e 5,0-7,5 µm de largura.  
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Uma vez que os isolados IFMG12 e IFMG15 apresentaram conídios de formato 

cilíndrico, de dimensões médias iguais a 14,66 x 4,84 µm e 14,13 x 5,17 µm, 

respectivamente, pode-se inferir maior semelhança de tais isolados à C. karstii, com base na 

descrição morfológica feita por Lima et al. (2013). 

A caracterização morfológica feita para o IFMG16 se assemelha à descrição de C. 

melonis isolado do caule de Antriscus, feita por Damm, Connon e Crous (2012): conídios 

hialinos, paredes lisas, assépticos, retos, cilíndricos com extreminadades que variam entre 

arredondadas, clavadas e fusiformente e dimensões (9–) 12–17 (–20) × (3,5–) 4–4,5 (–5) 

µm, média ± DP = 14,5 ± 2,3 × 4,2 ± 0,3 µm. 

  Em relação à Pestalotiopsis, Trapero et al. (2003) caracterizaram 

morfologicamente Pestalotiopsis maculans contendo conídios lisos de 5 células,  células 

apicais e basais hialinas e as três células medianas de coloração marron. Os conídios 

mediram 22 a 30 µm (comprimento médio) e 5 a 9 µm (largura média) e comumente 

apresentavam três apêndices apicais, com média de 17 µm de comprimento. 

Chen et al. (2012) caracterizam morfologicamente Pestalotiopsis mangiferae 

contendo conídios fusiformes com cinco células, sendo as células apicais hialinas e as três 

células medianas marrons escuras. Os conídios variaram de 17,8 a 25,2 µm de 

comprimento e 6,7 a 9,2 µm de largura e apresentaram de dois a três apêndices filiformes 

hialinos, de 9,8 a 23,5 μm de comprimento.  

Lazarotto et al. (2014) fizerem a caracterização morfológica de Pestalotiopsis 

clavispora e, segundo os autores, os conídios do fungo apresentam 5 células, possuem 

30,75 µm de comprimento médio e 7,45 µm de largura média e apresentam de 2 a 3 

apêndices filiformes. 

Considerando que os conídios do isolado IFMG8 variaram entre 22,5 e 41,3 µm de 

comprimento, com média e desvio padrão iguais a de 31,6 µm e 3,52 µm, respectivamente, 

e entre 4,5 e 7,5 µm de largura, com média de 6,4 um e desvio de 0,69 µm, e apresentaram 

apêndices medindo de 13,4-26,51 µm de comprimento, com média de 18,4 µm e desvio 

padrão de 3,59 µm, pode-se verificar que os valores médios do isolado IFMG8 se 

aproximam melhor daqueles apresentados na caracterização de P. maculans (TRAPERO et 

al., 2003). 

Com base apenas no formato de conídios e aspecto da colônia em meio de cultura 

BDA, em comparação com os isolados que foram caracterizados molecularmente e 

morfologicamente, identificou-se um fungo do gênero Colleotrichum (IFMG9), associado 
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aos sintomas de manchas foliares nas mudas da espécie calisteno (Callistemon viminalis), e 

fungos do gênero Pestalotiopsis (IFMG2 e IFMG7), associados à manchas foliares nas 

mudas de araçá-do-campo (Psidium guineense) e turumâ-do-cerrado (Vitex polygama), 

respectivamente. Entretanto, a identificação a nível molecular tende a ser mais confiável, 

em razão da grande variação que os aspectos morfológicos e culturais podem apresentar em 

condições diferentes para o mesmo organismo (CAI et al., 2009; PRIHASTUTI et al., 

2009).  

 

3.3.4 O gênero Colletotrichum 

 

O gênero Colletotrichum engloba fungos anamórficos ou imperfeitos pertencentes 

ao filo Ascomycota, classe Coelomycetes, ordem Melanconiales e apresentam associação 

teleomórfica com estirpes do gênero Glomerella (SUTTON, 1992 apud RABUSKE, 2016). 

Fungos do gênero estão distribuídos principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais (SUTTON, 1992 apus HYDE et al., 2009,  TOZZE JÚNIOR et al., 2015), 

onde encontram condições que lhes são favoráveis, como climas quentes e úmidos. 

O gênero Colletotrichum compreeende um dos mais importantes grupos de fungos 

fitopatogênicos do mundo, que causam a doença denominada antracnose cujo sintomas 

abrange manchas foliares, podridões (colmo, caules e frutos) e seca de ponteiros em 

diversos hospedeiros, incluindo culturas agrícolas, frutíferas, plantas medicinais e espécies 

florestais (banana, manga, maracujá, pêssego, abacate pimenta, morango, citrus, café, 

eucalipto, ficus, pequi, chuva-de-ouro) (ALFENAS et al., 2009, DAMM; CANNON; 

CROUS, 2012, HYDE et al., 2009, FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998, RABUSKE, 

2016; YANG et al., 2009, TOZZE JÚNIOR et al., 2015). Contudo, ainda não há relato de 

nenhuma doença causada por Colletotrichum nas espécies florestais consideradas neste 

trabalho, indicando que a gama de hospedeiros de fungos do gênero pode ser ainda maior.  

Em condições ideias de ambiente e na presença e susceptibilidade de hospedeiros, o 

processo de infecção de Colletotrichum spp. se inicia pela germinação do conídio e adesão 

do apressório à superfície do hospedeiro, com posterior crescimento de hifas que podem 

colonizar todo o tecido do vegetal e emitir estruturas reprodutivas (RABUSKE, 2016). 

Na ausência do hospedeiros as estruturas dos fungos podem permanecer viáveis por 

vários meses no ambiente, seja no solo, em restos de culturas, sementes, ou na própria 
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planta hospedeira, causando infecções latentes. Em condições favoráveis, pode-se dar início 

a novos ciclos da doença (SUTTON, 1992 apud RABUSKE, 2016).  

As formas mais comuns de dispersão dos conídios de Colletotrichum são através 

chuva, água de irrigação, vento, insetos e ferramentas contaminadas. Porém, para que 

ocorra a liberação para disseminação dos conídios, é necessário que o acérvulo esteja 

úmido (RABUSKE, 2016). 

 

3.3.5 O gênero Diaporthe  

  

O gênero Diaporthe, anamorfo Phomopsis, pertence ao filo Ascomycota, classe 

Sordariomycetes e ordem Diaporthales (GOMES, 2012).  

Gomes (2012) cita que espécies do gênero Diaporthe têm sido descritas como 

fitopatogênicas, endofíticas, saprofíticas e recentemente foi descrita causando problemas de 

saúde em humanos e outros mamíferos. De acordo com as citações do autor, fungos 

fitopatogênicos do gênero Diaporthe causam doenças em diversas espéceis como soja, 

aroeira, baru, caju-do-campo, mangaba, algodão, citros, fícus, morango, pêssego, feijão, 

uva, cafeeiro, entre outras. Contudo, ainda não há relato de Diaporthe spp. causando 

doenças em nenhuma das espécies florestais descritas neste trabalho, a fim de suportar as 

associações que foram observadas.  

Os fungos do gênero Diaporthe estão comumente associados à semente, sendo essa 

a principal forma de dispersão do patógeno a longas distâncias. A disseminação dentro de 

uma área produtiva, como nos viveiros, ocorre principalmente por restos culturais 

infectados (GARZONIO; MCGEE, 1983; HILDEBRAND, 1956 apud TORNEM, 2014). 

Os conídios e ascósporos são envoltos por matriz mucilaginosa, sendo necessária a 

ocorrência de chuva para a liberação, dispersão e deposição dos esporos nas plantas 

hospedeiras (TORNEM, 2014). 

 

3.3.6 O gênero Pestalotiopsis 

 

 O gênero Pestalotiopsis pertence ao filo Ascomycota e ordem a Xylariales 

(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).  

Espécies do gênero são comuns em ecossistemas tropicais e temperados (BATE-

SMITH; METCALFE, 1957). Existem espécies endofíticas e, algumas destas, se destacam 
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por produzirem uma vasta gama de metabólitos químicos (MAHARACHCHIKUMBURA 

et al., 2014). Existem espécies saprofíticas (HU et al., 2007) e ainda espécies que podem 

causar doenças de plantas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). 

As espécies fitopatogênicas de Pestalotiopsis causam uma variedade de doenças, 

incluindo lesões foliares, morte de brotações, manchas, queimas, podridões e várias 

doenças pós-colheita (CROUS et al., 2011). Maharachchikumbura et al. (2014) e Maciel et 

al. (2012) citam que espécies de Pestalotiopsis causam danos em aroeira-vermelha, maçã, 

mirtilo, côco, castanha, gengibre, vinha, goiaba, avelã, lichia, manga, orquídeas e pêssego. 

A fonte do inóculo primário de Pestalotiopsis pode ser plantas nativas ou 

voluntárias (KEITH; VELASQU; ZEE, 2006), sementes, restos culturais, solo, ferramentas 

contaminadas e água da irrigação (SUTTON, 1980 apud SOUZA, 2017). O inóculo pode 

sobreviver em condições climáticas adversas por longos períodos. A disseminação do 

inóculo é feita, principalmente, pelo vento, insetos e respingos de chuva ou água de 

irrigação (ELLIOTT et al., 2004).  

As condições favoráveis para o desenvolvimento das doenças causadas por 

Pestalotiopsis são alta precipitação e altas temperaturas (KEITH; VELASQU; ZEE, 2006). 

Nestas condições, os conídios germinam e penetram nos tecidos vegetais, por ferimentos ou 

por aberturas naturais, causando a infecção. 

 

3.4 CONCLUSÕES 

 

Através das técnicas moleculares e morfológicas empregadas e de consultas na 

literatura foram detectadas as seguintes associações patógeno-planta: Complexo 

Colletotrichum gloeosporioides em palmeira-areca (Dypsis lutescens); Colletotrichum 

karstii em sete-cascas (Samanea tubulosa);  Colletotrichum melonis em sombreiro (Clitoria 

faichildiana); Colletotrichum karstii e Diaporthe infecunda em saboneteira (Sapindus 

saponaria); Diaporthe phaseolorum em turumâ-do-cerrado (Vitex polygama); Diaporthe 

sp. em araçá-do-campo (Psidium guineense) e Pestalotiopsis maculans em calisteno 

(Callistemon viminalis). 

Com base apenas no formato de conídios e aspecto da colônia identificou-se um 

fungo do gênero Colleotrichum (IFMG9) associado ao sintoma de manchas foliares em 

mudas de calisteno (Callistemon viminalis), além de fungos do gênero Pestalotiopsis 

(IFMG2, IFMG7) associados a manchas foliares em mudas araçá-do-campo (Psidium 
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guineense) e turumâ-do-cerrado (Vitex polygama), respectivamente. Contudo, análises 

morfológicas e culturais realizadas de forma isoladas não são precisas para identificar 

corretamente espécies de fungos. Logo, recomenda-se realizar análises moleculares e o 

sequenciamento dos isolados IFMG2, IFMG7 e IFMG9, bem como análises morfológicas 

mais detalhadas, visando obter uma definição precisa de quais espécies de fungos se 

referem os isolados. 

Mesmos para os isolados para os quais se empregaram técnicas moleculares de 

identificação (IFMG1; IFMG4; IFMG5; IFMG6; IFMG8; IFMG12; IFMG13; IFMG15; 

IFMG16), recomenda-se que novas avaliações sejam feitas, com o emprego de análises 

multigênicas, visando confirmar a identificação de cada patógeno.  

Como não há relato na literatura de nenhuma das associações planta-patógeno 

apontadas neste trabalho, os procedimentos de inoculação e re-isolamento do fungo 

fitopatogênico a partir do potencial hospedeiro, precisam ser ainda realizados, como etapas 

posteriores à esta de detecção, dando continuidade aos Postulados de Koch, a fim de 

confirmar todos os patossistemas abordados.  
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4 CAPÍTULO II - PRIMEIRO RELATO DE Colletotrichum karstii EM Samanea 

tubulosa (BENTH.) BARNEBY & J.W. GRIMES 

 

RESUMO 

 

A espécie Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W. Grimes, vulgarmente conhecida 

como sete-cascas, é uma Fabaceae nativa no Brasil, comumente utilizada em projetos de 

arborização urbana e de restauração e recuperação de áreas degradadas, é forrageira para o 

gado, pode ser utilizada na produção de álcool e a madeira pode ser empregada na 

movelaria, utilizada como mourões ou servir como lenha. O objetivo deste trabalho foi 

identificar o agente etiológico da mancha foliar em S. tubulosa. Amostras de mudas de sete-

cascas com os sintomas de manchas foliares, irregulares e necróticas, levemente deprimidas 

e com bordo de coloração marrom, foram coletadas no Viveiro do Instituto Federal de 

Minas Gerais – campus São João Evangelista - MG (IFMG/SJE). Realizou-se o isolamento 

direto do agente etiológico a partir das folhas infectadas. Através do sequenciamento da 

região ITS rDNA do fungo isolado e através de análises morfológicas, o isolado, 

denominado IFMG15, foi identificado como Colletrotrichum karstii. Para confirmar a 

patogenicidade do isolado obtido, folhas destacadas de sete-cascas foram inoculadas com e 

sem ferimentos, empregando-se o método de discos de micélio. Sete dias após a inoculação, 

os folíolos que foram feridos apresentaram manchas foliares semelhantes às observadas nas 

mudas sintomáticas no viveiro.  A partir do reisolamento do patógeno das folhas inoculadas 

foi possível concluir a presença de C. karstii, comprovando-se a patogenicidade do fungo e 

completando os Postulados de Koch. Não foi constatado, até o momento, nenhum relato de 

doenças causadas por Colletotrichum em S. tubulosa. 

 

Palavras-chave: Sete-cascas. Fungo. Postulados de Koch. 
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ABSTRACT 

 

The species Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & JW Grimes, commonly known as 

seven-bark, is a native Fabaceae in Brazil, commonly used in urban afforestation and 

restoration and restoration of degraded areas, and is forage for cattle. be used in the 

production of alcohol and the wood can be used in furniture making, used as posts or serve 

as firewood. The objective of this work was to identify the etiological agent of leaf spot in 

S. tubulosa. Samples of seven-bark seedlings with the symptoms of slightly depressed, 

necrotic leaf spots, slightly depressed and brown in color, were collected at the Nursery of 

the Federal Institute of Minas Gerais - São João Evangelista campus - MG (IFMG/SJE). 

Direct isolation of the etiological agent was performed from the infected leaves. By 

sequencing the ITS rDNA region of the isolated fungus and by morphological analysis, the 

isolate, called IFMG15, was identified as Colletrotrichum karstii. To confirm the 

pathogenicity of the obtained isolate, detached leaves of seven-bark were inoculated with 

and without injuries, using the mycelium disc method. Seven days after inoculation, the 

leaflets that were injured presented leaf spots similar to those observed in the nursery 

symptomatic seedlings. From the pathogen reisolation of the inoculated leaves it was 

possible to conclude the presence of C. karstii, proving the pathogenicity of the fungus and 

completing the Koch Postulates. To date, no reports of diseases caused by Colletotrichum 

in S.tubulosa have been reported. 

 

Keywords: Seven-barks. Fungus. Koch Postulates.  
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W. Grimes, vulgarmente 

conhecida como sete-cascas, é uma Fabaceae (Mimosoideae) nativa no Brasil, que 

apresenta grande porte, podendo atingir de 4-18 metros de altura e 25-45 centímetros de 

diâmetro. A espécie apresentam folhas compostas bipinadas de 8-28 cm. A inflorescência é 

em capítulos terminais, cada um com 12-20 flores sobre pedúnculos de 4-10 cm de 

comprimento. Os frutos são tipo legume, séssil, indeiscente, de 10-18 cm de comprimento, 

com 20-30 sementes (LORENZI, 2002).  O tronco é considerado ereto e cilíndrico, com 

casca bastante espessa (até 20 mm), sendo representativa do nome popular ‘sete-cascas’. 

Possui coloração castanho-clara, é áspera, muito suberosa, com fissuras longitudinais 

formando placas estreitas e com formato acanalado (CARVALHO, 2007, GIACHINI et al., 

2010).   

S.tubulosa é comumente utilizada em projetos de arborização urbana como espécie 

ornamental. É considerada espécie pioneira, sendo também recomendada para programas 

de restauração e recuperação de áreas degradadas (LORENZI, 2002). A vagem é forrageira 

para o gado (LORENZI, 2002) e também podem ser utilizados na produção de álcool com 

rendimento de, aproximadamente, de 11,5 L para cada 100 kg de frutos (CARVALHO, 

2007). A madeira é considerada de alta densidade (0,78g/cm³), pesada, dura, de média 

resistência mecânica e moderadamente durável, podendo ser empregada na movelaria, 

utilizada como mourões ou servir como lenha (LORENZI, 2002).  

O gênero Colletotrichum engloba fungos anamórficos ou imperfeitos pertencentes 

ao filo Ascomycota, classe Coelomycetes, ordem Melanconiales e apresentam associação 

teleomórfica com estirpes do gênero Glomerella (SUTTON, 1992 apud RABUSKE, 2016). 

O gênero compreeende um dos mais importantes grupos de fungos fitopatogênicos do 

mundo, causando a doença conhecida como antracnose, em diversas espécies vegetais 

(HYDE et al., 2009, TOZZE JÚNIOR et al., 2015). Contudo, até o momento, não foram 

constatados relatos de nenhuma doença causada por Colletotrichum em S. tubulosa. 

Em abril de 2019 foram observadas mudas de S. tubulosa expressando sintomas de 

manchas foliares irregulares e necróticas, levemente deprimidas e com bordo de coloração 

marrom. As mudas estavam com 5 meses de idade e pertenciam ao Viveiro do Instituto 

Federal de Minas Gerais – campus São João Evangelista (IFMG/SJE). O referido Viveiro é 

de pequeno porte e produz mudas florestais, predominantemente mudas seminais de 
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espécies pertencentes à flora nativa brasileira, com a finalidade de atender as demandas de 

pequenos produtores e instituições da região.  

O objetivo desse trabalho foi identificar o agente etiológico da mancha foliar em 

Samanea tubulosa (sete-cascas), constatada em condições naturais do município de São 

João Evangelista – Minas Gerais. 

 

4.2 METODOLOGIA 

 

Amostras de mudas de sete-cascas com sintomas de doença foram coletadas no 

Viveiro do IFMG/SJE e examinadas no Laboratório de Fitopatologia da instituição, onde 

realizou-se o isolamento direto do agente etiológico a partir das folhas infectadas, em meio 

de cultura MEYA (extrato de malte-extrato de levedura-ágar) (ALFENAS; MAFIA, 2016).  

A identificação do isolado em cultura pura, denominado isolado IFMG15, foi feita 

através do uso de técnicas moleculares realizadas em parceria com o Laboratório de 

Patologia Florestal Molecular, da Universidade Federal de Viçosa. 

A extração de DNA foi feita utilizando o Kit Wizard Genomic DNA Purification®, 

de acordo com as instruções do fabricante (Promega Biotecnologia, Brasil). Após a 

extração, a concentração do DNA da amostra foi quantificada pelo Programa 

Nanodrop2000, utilizando-se o espectrofotômetro Nanodrop
®
 (Thermo Scientific) e, a 

partir dos resultados da quantificação, o DNA foi diluído para a concentração de 15 ng µL-

¹. Após o feito, a amostra foi submetida à PCR para amplificação da região ITS do  rDNA 

(500-1000pb), utilizando os primers forward ITS1 (5’ TTC CGT AGG TGA ACC TGC 

GG 3’) e reverse  ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’). A reação de PCR foi 

preparada para um volume final de 30 µL, contendo 2,0 µL de DNA (15 ng µL-¹), 1,5 µL 

de cada primer (10 mM); 15 µL de GoTaq Master Mix
®

 (Promega) e 10 µL de água 

destilada ultrapura. As amplificações por PCR foram realizadas no Termociclador Veriti 

96
®
 Well Thermal Cicler, utilizando um programa que consistiu de um ciclo de 

desnaturação inicial a 96 °C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de desnaturação (96°C por 

15 segundos), anelamento (50°C por 15 segundos) e extensão (60°C por 4 minutos). 

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose, que foi preparado com 1,5g de 

agarose e 150mL de Tris Acetato EDTA (TAE). O gel foi posteriormente corado com 

Brometo de Etídio (1,0 µg mL-¹) e fotodocumentado em fotodocumentador tipo L.PIX 

(Loccus Biotecnologia). 



http://tree.bio.ac.uk/software
https://inkscape.org/pt-br/
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 Fonte: o autor. 

 

De forma complementar às análises moleculares, a técnica do microcultivo (KERN; 

BLEVINS, 1999 apud SBRAVATTI JÚNIOR et al., 2013) foi utilizada para subsidiar a 

caracterização morfológica do isolado IFMG15. Características morfométricas como 

tamanho e formato de 50 conídios e formato dos apressórios foram utilizadas para a 

identificação do isolado (SUTTON, 1992 apud ANDRADE et al., 2007, SUTTON, 1992 

apud TOZZE JÚNIOR et al., 2015).  

Para confirmar a patogenicidade do isolado IFMG15, folhas destacadas sadias de 

sete-cascas, obtidas de mudas com seis meses de idade, foram inoculadas empregando-se o 

método de discos de micélio (ALFENAS; MAFIA, 2016).  Inicialmente, a cultura pura do 

fungo foi multiplicada em MEYA, cujas placas foram incubadas em câmara tipo B.O.D. 

(Biochemical Oxygen Demand) a 25 ºC e fotoperíodo de 12 horas por 15 dias. A inoculação 

consistiu na adesão de um disco de 5 mm de diâmetro da cultura do fungo em 4 folíolos de 

4 folhas completas destacadas, após ferimento dos mesmos no local de inoculação de cada 

disco, com auxílio de uma agulha subepidérmica esterilizada. Cada folha destacada 

inoculada foi individualmente acondicionada sobre a grade de caixas gerbox estéreis e 

forradas com papel estério previamente umedecidas com água destilada esterilizada. Os 

pecíolos de cada folha foram envoltos por um chumaço de algodão embebido em água 
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destilada esterilizada. As caixas foram incubadas em câmara tipo B.O.D., com fotoperíodo 

de 12 horas, a 25 ºC. O mesmo método de inoculação também foi empregado em folhas 

destacadas sem ferimento, na porção abaxial e abaxial, com o mesmo número de repetições 

para cada caso. Quatro folhas destacadas sadias submetidas às mesmas condições, porém 

tratadas com discos de MEYA estéreis, serviram como testemunhas.  

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os sintomas observados nas mudas de sete-cascas do Viveiro do IFMG/SJE 

consistiam de grandes áreas cloróticas no limbo foliar com formação de manchas 

irregulares necróticas, levemente deprimidas e com bordo de coloração marrom (Figura 1). 

Sobre as manchas foi possível observar, a olho nu, numerosas pontuações negras, com setas 

visíveis em microscópio óptico (Figura 2A e 2B). 

 

 

Figura 1 – Manchas foliares em Samanea tubulosa. Fonte: o autor. 
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No entanto, não há relatos do gênero Colletotrichum em S. tubulosa. Desta forma, 

consideramos que este trabalho representa o primeiro relato de antracnose cuasada por C. 

karstii em S. tubulosa (sete-cascas). 

 

4.4 CONCLUSÕES 

 

Análises moleculares empregando a região ITS do rDNA e análises morfológicas, 

em conjunto com a realização dos postulados de Kock, comprovaram que a antracnose 

presente em mudas de Samanea tubulosa (sete-cascas) é causada por Colletrotrichum 

karstii. Este é o primeiro relato da doença na espécie S. tubulosa. 
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