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RESUMO 

 

GOMES, Aline Pereira. Universidade Federal do Acre, maio de 2020. Etiologia e 

epidemiologia do cancro-de-botryosphaeria em plantios de Eucalyptus urophylla 

no estado do Acre. Orientador: Nei Sebastião Braga Gomes, Co-orientador: 

Rivadalve Coelho Gonçalves. Espécies de Eucalyptus têm sido cada vez mais 

utilizadas no Brasil e no mundo na produção de papel e celulose, carvão, painéis de 

madeira e construções. Entretanto, uma das limitações para o cultivo de espécies 

desse gênero são as doenças bióticas e abióticas. Esse estudo teve como objetivo 

identificar o fitopatógeno presente nos tecidos das plantas doentes e realizar a 

avaliação espacial de plantas de Eucalyptus urophylla apresentando cancros, de 

modo a avaliar a hipótese de causa biótica da doença. Foram coletadas amostras em 

quatro locais diferentes de plantas que apresentavam lesões. No laboratório, os 

fungos foram isolados, purificados e armazenados em meio de cultura BDA. Alguns 

isolados representativos foram selecionados para a caracterização morfológica e 

molecular por sequenciamento de DNA de regiões ITS e TEF1 e posterior análise 

filogenética. Em campo foram avaliadas plantas doentes e sadias, para entender o 

padrão da doença em cada uma das quatro áreas de estudo. Plantas doentes 

receberam no momento da avaliação nota 1 e plantas sadias nota 0. Os dados foram 

digitados e analisados para a obtenção do padrão espacial da doença, por meio da 

Análise da Dinâmica e Estrutura de Focos (ADEF), Índice de Dispersão (ID) e pelas 

análises de Run e Doublet. Pela caracterização morfológica, os isolados foram 

classificados como Lasiodiplodia spp., Pestalotiopsis spp. e Coniella spp. No que diz 

respeito à análise molecular, identificou-se que o isolado AR4P15 pertence à 

Lasiodiplodia citricola e o isolado AR2P28 pertence à Lasiodiplodia theobromae. O 

isolado de AR1P22 analisado por região ITS foi classificado em Pestalotiopsis spp. e 

pelo gene TEF1 como Neopestalotiopsis surinamensis. Com relação à avaliação 

espacial, constatou-se alta incidência da doença. A ADEF mostrou um baixo número 

de focos e grande número de plantas por foco. Os focos analisados eram compactos e 

com crescimento na direção das linhas de plantio. Pelo ID, o padrão espacial 

agregado foi predominante, ocorrendo nas áreas I, III e IV. Pelo teste de Run, as 

áreas I, II e IV têm padrão espacial ao acaso e a área III, agregado. Pelo teste de 

Doublet, as áreas I e II têm padrão ao acaso e as áreas III e IV, agregado. Concluiu-

se que a doença é de origem biótica, causada pelo patógeno Lasiodiplodia 

theobromae. 

 

Palavras-chave: Avaliação de doenças, Caracterização de fungos, Coniella, 

Lasiodiplodia, Pestalotiopsis. 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

GOMES, Aline Pereira. Federal University of Acre, May 2020. Etiology and 

epidemiology of botryosphaeria canker in Eucalyptus urophylla plantations in 

the state of Acre. Advisor: Nei Sebastião Braga Gomes, Co-advisor: Rivadalve 

Coelho Gonçalves. Eucalyptus species have been increasingly used in Brazil and 

worldwide in the production of paper and cellulose, coal, wood panels and buildings. 

However, one of the limitations for the cultivation of species of this genus is biotic 

and abiotic diseases. This study aimed to identify the phytopathogen present in the 

tissues of sick plants and to perform the spatial evaluation of Eucalyptus urophylla 

plants presenting cankers in order to assess the hypothesis of a biotic cause of the 

disease. Samples were collected from four different plant sites with lesions. In the 

laboratory, the fungi were isolated, purified and stored in BDA culture medium. 

Some representative isolates were selected for the morphological and molecular 

characterization by DNA sequencing of ITS and TEF1 regions and subsequent 

phylogenetic analysis. In the field, sick and healthy plants were evaluated to 

understand the disease pattern in each of the four study areas. Sick plants received 

grade 1 at the time of evaluation and healthy plants grade 0. Data were entered and 

analyzed to obtain the spatial pattern of the disease through the Analysis of 

Dynamics and Structure of Foci (ADEF), Dispersion Index (ID) and Run and 

Doublet analyzes. By morphological characterization, the isolates were classified as 

Lasiodiplodia spp., Pestalotiopsis spp. and Coniella spp. Regarding molecular 

analysis, it was identified that the AR4P15 isolate belongs to Lasiodiplodia citricola 

and the AR2P28 isolate belongs to Lasiodiplodia theobromae. The AR1P22 isolate 

analyzed by ITS region was classified into Pestalotiopsis spp. and by the TEF1 gene 

like Neopestalotiopsis surinamensis. Regarding spatial evaluation, a high incidence 

of the disease was found. ADEF showed a low number of outbreaks and a large 

number of plants per outbreak. The foci analyzed were compact and grew in the 

direction of the planting lines. By ID, the aggregate spatial pattern was predominant, 

occurring in areas I, III and IV. By the Runs test, areas I, II and IV have a random 

spatial pattern and area III, aggregated. By the Doublet test, areas I and II have a 

random pattern and areas III and IV, aggregate. It was concluded that the disease is 

of biotic origin caused by the pathogen Lasiodiplodia theobromae. 
 

Keywords: Disease assessment, Fungi characterization, Coniella, Lasiodiplodia, 

Pestalotiopsis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O setor florestal brasileiro tem desenvolvido a silvicultura de florestas 

equiâneas para a produção de diversos produtos e serviços florestais (IBÁ, 2016). As 

empresas, universidades e produtores florestais têm investido no desenvolvimento e 

aplicação de tecnologias, o que reflete claramente no ganho em produtividade, 

reconhecido como um dos maiores do mundo (EMBRAPA, 2014). A área total de 

florestas plantadas no Brasil ocupou cerca de 7,8 milhões de hectares em 2018, sendo 

liderada pelos plantios de eucalipto que ocupavam 5,7 milhões de hectares. Em 2018 

o setor gerou uma receita total de R$ 86,6 bilhões, com uma participação de 1,3% do 

PIB nacional e 6,9% do PIB industrial (IBÁ, 2019). As florestas de eucalipto são 

cultivadas para a produção de madeira utilizada na produção de celulose, papel e 

outros produtos demandados por atividades empresariais, o que proporciona a 

geração de renda por este setor para os produtores rurais (IBÁ, 2016). 

 O eucalipto é uma árvore nativa da Austrália, do Timor e da Indonésia, sendo 

exótico em todos os outros locais do planeta (FAO, 1981). Junghans (2000) destaca 

que o eucalipto foi por muito tempo considerado como uma essência florestal 

praticamente livre de doenças bióticas, porém a expansão das áreas cultivadas com 

espécies de eucalipto para regiões mais quentes e úmidas, o plantio de espécies e 

variedades mais suscetíveis e com a reutilização de uma mesma área para plantio, 

criaram-se condições favoráveis à ocorrência de doenças bióticas (FURTADO; 

SANTOS; MASSON, 2008).  

A doença florestal de maior importância histórica no Brasil é o cancro-do-

eucalipto, causado pelo fungo Chrysoporthe cubensis Bruner & Wingf, o qual incide 

ainda hoje severamente em procedências específicas de Eucalyptus grandis Hill & 

Maiden, e Eucalyptus saligna Smith (ALFENAS et al., 2004). Cancro é lesão 

circundada por calo (FERREIRA, 1989) localizada no caule, nos ramos, delimitada 

por calos marginais e geralmente acompanhada por trincamento na casca. 



 
 

2 
 

(ALFENAS et al., 2004). Outras doenças bióticas do eucalipto causadas por fungos 

que apresentam também cancros impactantes são a murcha-de-Ceratocystis, causada 

por Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst., a enfermidade-rosada, por Erytricium 

salmonicolor Berk. & Broom., cancro-de-Inocutis por Inocutis jamaicensis Gottlieb, 

Wright & Moncalvo e, cancro-de-Botryosphaeria, por Botryosphaeria ribis (Moug.: 

Fr.) Ces. & De Not (anamorfo: Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl) 

(ALFENAS et al., 2004). 

Um aspecto importante da estrutura e do comportamento de um patossistema 

é a possibilidade do estudo de epidemias. Uma epidemia de doença de planta é o 

resultado da interação da população do patógeno com a população do hospedeiro sob 

a influência do ambiente e a interferência humana (BERGAMIN FILHO et al., 

2004), do que resulta a “população da doença” (ZADOCKS; SCHEIN, 1979). O 

padrão espacial de doença fornece dados que podem ser utilizados para auxiliar o 

esclarecimento da sua etiologia e do papel de possíveis vetores ou de outro agente 

tipo vento, chuva, no transporte do patógeno (LARANJEIRA; AMORIM; 

BERGAMIM, 1998).  

No estado do Acre, a observação de muitas plantas com cancros em posições 

elevadas no tronco, cancros em ramos em árvores de diferentes tamanhos, nanismo e 

exsudação de kino de cancros na Mesorregião Vale do Acre despertou o interesse 

para o estudo da causa da doença e do padrão espacial de plantas doentes. A presença 

de plantas com sintomas típicos de doença causada por fungo, estabelecidas em 

região com condições ambientais favoráveis à interação patógeno-hospedeiro 

permitiu a formulação da hipótese de ocorrência da doença biótica cancro-de-

Botryosphaeria em Eucalyptus urophylla Blake no Acre. 

O objetivo geral deste trabalho foi elucidar a doença do tronco de plantas de 

Eucalyptus urophylla (clone I144) quanto à natureza do agente causal, a partir da 

identificação dos fungos de cancros e do estudo do padrão espacial da doença na 

Mesorregião do Vale do Acre. Os objetivos específicos foram: I) Identificar fungos 

isolados de plantas de Eucalyptus urophylla (clone I144) com sintomas de cancro por 

análise morfológica e análise de rDNA; II) Avaliar a distribuição espacial de plantas 

de Eucalyptus urophylla (clone I144) doentes com cancros nas linhas de plantio pelo 

teste de Run e teste de Doublet; III) Compreender o índice de dispersão da doença 

nas diferentes localidades; IV) Analisar a dinâmica e a estrutura de focos da doença 

nas áreas plantadas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1  Florestas plantadas no Brasil e o gênero Eucalyptus 

 

O desenvolvimento de tecnologias para o setor florestal proporcionou grande 

ganho de produtividade para o país, partindo de produtividade abaixo de 20 

m³/ha.ano, na década de 1960 (FOELKEL, 2005; EMBRAPA, 2014) para valores 

médios em torno 35,7 m³/ha (IBÁ, 2016) ao ano para os plantios de eucalipto. O 

Brasil possuía uma área de 7,83 milhões de hectares de florestas plantadas em 2018, 

mantendo o crescimento do setor florestal praticamente estável em relação a 2017 

(IBÁ, 2019). Ainda de acordo com o relatório da Indústria Brasileira de Árvores, os 

plantios de eucalipto lideram a área total plantada, ocupando 5,7 milhões de hectares, 

enquanto as áreas com pinus somam 1,6 milhão de hectares, e outras espécies, entre 

elas seringueira, acácia, teca e paricá, representam cerca de 590 mil hectares. 

De acordo com o Anuário Brasileiro da Silvicultura (2016) no cenário dos 

plantios florestais com fins comerciais, o Brasil apresenta um ambiente privilegiado 

diante dos resultados alcançados com o eucalipto, que é seguramente a espécie que 

apresenta a melhor relação custo-benefício em termos de rotação e de diversidade de 

usos, possibilitando a produção de lenha para energia, carvão para siderurgia, 

madeira para celulose e papel, madeira para diversas indústrias, incluindo a 

moveleira. Eucalipto é um termo utilizado para espécies dos gêneros Eucalyptus 

L`Herit, Corymbia Hill & Johnson e Angophora Cav., sendo este último pouco 

conhecido no Brasil. O eucalipto é uma árvore nativa da Austrália, do Timor-Leste e 

da Indonésia (FAO, 1981) sendo exótico em todos os outros locais do planeta. Os 

primeiros plantios ocorreram no início do século XVIII, na Europa, na Ásia e na 

África. Por volta do século XIX, começou a ser plantado em países como Espanha, 

Índia, Brasil, Argentina e Portugal (FAO, 1981). Este gênero abriga mais ou menos 

730 espécies reconhecidas botanicamente das quais cerca de 20 são cultivadas para 
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fins comerciais no mundo inteiro (SANTAROSA; JUNIOR; GOULART, 2014). Até 

1995, o termo eucalipto era empregado para se referir a todas as espécies do gênero 

Eucalyptus, contudo algumas espécies foram transferidas para o gênero Corymbia, a 

exemplo de Corymbia citriodora Hill & Johnson, anteriormente conhecida como 

Eucalyptus citriodora Pryor & Johnson, mas o termo comum, eucalipto permanece 

em uso para ambos os gêneros no Brasil (HILL; JOHNSON, 1995). 

Diferentes espécies de eucalipto têm sido utilizadas devido às suas 

características satisfatórias como rápido crescimento, capacidade de adaptação a 

diferentes locais e pelo potencial econômico, tendo em vista a utilização 

diversificada de sua madeira. A alta produtividade de madeira, com menores custos e 

maiores taxas de retorno do investimento, atribui grande atratividade ao cultivo de 

espécies deste gênero, garantindo alta competitividade de seus produtos no mercado 

mundial (EMBRAPA, 2014). Santarosa, Junior e Goulart (2014) destacam que as 

espécies do gênero Eucalyptus têm ampla disponibilidade de indicações e 

orientações técnicas para cultivo, todavia a produtividade pode ser alterada 

dependendo das condições que são fornecidas às plantas, como, por exemplo, o local 

de plantio, os tratos culturais e os insumos disponibilizados. As espécies mais 

utilizadas atualmente no Brasil, em função das características de suas madeiras, são: 

Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus viminalis 

Labil, híbridos de E. grandis x E. urophylla e Eucalyptus dunnii Maiden. 

(EMBRAPA, 2014). 

 Eucalyptus urophylla tem sua ocorrência natural no Timor-Leste e na 

Indonésia, onde forma florestas com árvores de até 45 m de altura e cerca de dois 

metros de diâmetro, sendo possível encontrar até mesmo algumas árvores com 

diâmetro superior a dois metros, ocorrendo em floresta tropical pluvial nas altitudes 

inferiores e em floresta temperada nas altitudes superiores e cresce em uma ampla 

variedade de solos (MARTIN; COSSALTER, 1976). Gouvêa et al. (1997) 

caracterizaram E. urophylla, como sendo uma espécie rústica, que responde ao 

espaçamento e à adubação, possuindo resistência ao déficit hídrico, o que justifica a 

sua grande utilização em programas de melhoramento genético, aliado à resistência 

ao cancro-do-eucalipto. O híbrido AEC 144, conhecido no setor florestal e 

acadêmico como I144, é um híbrido clonal de E. urophylla desenvolvido pela 

empresa ArcelorMittal Bioenergia Ltda, anteriormente Acesita, no estado de Minas 
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Gerais-BR, e cadastrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento sob 

número de registro 21874 (MAPA, 2007).  

 

  2.2 Cancros em eucalipto 

 

 No Brasil, o primeiro registro de doenças no tronco de eucaliptos foi feito 

pelo melhorista Krug, em 1945, da Companhia Paulista de Estrada de Ferro, no 

município de Rio Claro, SP. Garcés, em 1964, também observou necroses na base de 

algumas árvores de Eucalyptus spp. em Lagoa da Prata, MG, e a doença foi descrita 

como cancro-do-eucalipto, causada por Cryphonectria cubensis (Bruner) Hodges  

(HODGES; MAY, 1973). O cancro-do-eucalipto foi considerado na década de 1970, 

a mais importante doença encontrada nos plantios de eucalipto. Por esse motivo, 

várias empresas localizadas nos estados do Espírito Santo, Minas Gerais e São Paulo 

realizaram estudos para conhecer a suscetibilidade ou a resistência de espécies, 

procedências e clones de eucalipto ao cancro (FERREIRA, 1989). A doença cancro-

do-eucalipto foi transformada em um desafio, para permitir o avanço tecnológico no 

setor florestal e, com as pesquisas de melhoramento genético florestal e propagação 

de mudas realizadas foram viabilizadas tecnologias de desenvolvimento de plantas 

resistentes à doença para plantio. 

O cancro-do-eucalipto é uma doença que se beneficia de condições tropicais, 

sendo epidemiologicamente importante em locais onde a temperatura média é 

superior a 23 ºC na maior parte do ano, e a precipitação média anual de 1200 mm, 

aliado a essas condições, as chances de ocorrência da doença são ainda maiores 

quando não são plantados procedências ou clones provenientes de E. grandis e E. 

urophylla (KRUGNER; AUER, 2005).  

Cancros são sintomas de doenças que ocorrem comumente em povoamentos 

naturais e plantações de eucalipto pelo mundo, tendo como patógeno mais relevante 

o fungo Chrysoporthe cubensis (Bruner) Gryzenhout & M. J. Wingfield. Entretanto, 

outros fungos também causam doenças no tronco com sintomas do tipo cancro, 

destacando-se Lasiodiplodia Ellis e Everh., Botryosphaeria Ces. & De Not., 

Cytospora Ehrenb., Coniothyrium Corda., entre outros fungos (ALFENAS et al., 

2004). O principal dano causado às árvores por C. cubensis e por Botryosphaeria 

spp. separada ou conjuntamente é o desenvolvimento de grandes cancros que podem 

matar árvores durante o primeiro até o último ano do ciclo de crescimento 
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(ALFENAS et al., 2004). O cancro é caracterizado pela morte dos tecidos da casca, 

decorrente da ação de vários agentes abióticos e/ou bióticos, contudo as condições 

climáticas parecem ter uma grande influência na manifestação deste tipo de sintoma, 

com ligação entre a incidência de certos cancros e as condições adversas ao 

desenvolvimento da planta (FERREIRA, 2002).  

Diversos estudos têm demonstrado que espécies do gênero Botryosphaeria 

spp. causam doenças com cancro e morte de árvores em vários países, incluindo 

África do Sul, República do Congo e Uganda (SMITH; KEMP; WINGFIELD, 1994; 

SMITH et al., 2001; ROUX et al., 2000, 2001). Na África do Sul, a propagação 

generalizada de cancros em galhos, causados por B. dothidea Ces. & De Not. e B. 

eucalyptorum Crous & Wingf., foram observados em E. grandis, E. nitens Deane & 

Maiden, clones de E. grandis, híbridos de E. grandis com E. camaldulensis Dehnh, 

bem como com E. urophylla (SMITH; KEMP; WINGFIELD, 1994, 2001). Na 

República do Congo, B. rhodina foi encontrado associado ao cancro-do-caule em 

Eucalyptus spp. (ROUX et al., 2000, 2001) tratando-se de cancro-de-Botryosphaeria. 

O cancro-de-Botryosphaeria se diferencia do cancro-de-Chrysoporthe por 

incidir em posições elevadas das plantas em qualquer idade, causando nanismo, 

morte descendente em ramos e no tronco, cancros no tronco e nos ramos, acúmulo e 

exsudação de kino e deformação na arquitetura das árvores e maior frequência de 

morte de árvores em pé. 

  

 2.3 Identificação morfológica de fungos 

 

 A classificação das espécies de fungos, segundo muitos taxonomistas, 

baseou-se, durante muitos anos, em características morfológicas que incluem 

tamanho, septação, pigmentação de esporos e ausência ou presença de apêndices em 

conídios, coloração e forma de colônias, caraterísticas culturais, dentre outras 

(SUTTON, 1980; STEYAERT 1949). A análise de sequências de genes de rRNA e 

ITS de rDNA é considerada importante na complementação da abordagem com 

critérios morfológicos para a identificação de fungos, por permitir segurança com a 

repetibilidade da árvore filogenética (GUARRO et al., 1999). A abordagem mais 

aceita atualmente é a combinação da análise de características macro e micro 

morfológicos dos espécimes com a análise de sequências gênicas e intergênicas de 

DNA utilizando primers universais. Deste modo, há no trabalho de análise 
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filogenética das sequências de DNA uma validação da informação obtida nas 

observações e medições das características morfológicas, criando uma base de dados 

confiável. Prescindir da análise de características macro e micro morfológicos dos 

fungos em trabalhos de identificação pode inviabilizar a identificação correta de 

espécies, pelo fato dos dados moleculares não contarem com um referencial 

morfológico visível e validado desses organismos (LAZAROTTO, 2013).  

 Maharachchikumbura et al. (2011) relatam a importância da caracterização 

morfológica para a identificação correta de espécies. Em seu trabalho, estes autores 

descreveram que a taxonomia de Pestalotiopsis Steyaert é confusa e que até mesmo o 

uso de sequências moleculares obtidas da base de dados do GenBank para a 

identificação de espécies não é totalmente confiável. Isso ocorre pela ausência de 

caracterização morfológica prévia de culturas do gênero, para que seja realizada a 

caracterização molecular correspondente. Estes autores alegam ainda que caracteres 

morfológicos, especialmente de conídios, podem ser úteis na diferenciação de 

espécies do gênero. 

A caracterização morfológica é de extrema importância, entretanto em 

algumas situações não é suficiente, o que foi constatado por Zupanc et al., (2017). Os 

autores relatam inconsistências em espécies de Botryosphaeriaceae, pois a 

identificação dava-se por meio de características morfológicas ou nas plantas 

hospedeiras nas quais foram encontradas. Esse fato de sobreposição de muitas 

características morfológicas de diferentes espécies dificulta a identificação correta 

dos espécimes, além da confusão de algumas características morfológicas inerentes à 

determinada fase do organismo. Diante disso, estudos taxonômicos recentes 

combinam caracteres morfológicos e sistemática filogenética como se observa nas 

revisões da taxonomia de Botryosphaeriaceae (CROUS et al., 2006; LIU et al., 2012; 

PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2013).  

 

2.4 Identificação molecular de fungos 

 

 A biologia molecular tem sido uma importante ferramenta auxiliando, de 

forma expressiva, na identificação de taxas, sobretudo espécies de fungos, 

contribuindo para a realização conjunta de estudos filogenéticos e taxonômicos 

(ELDER; TURNER, 1995). O progresso alcançado pelas técnicas moleculares nos 

últimos anos gerou conhecimento e ferramentas importantes para estudos 

https://www.researchgate.net/profile/Draginja_Pavlic-Zupanc
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filogenéticos e populacionais, possibilitando a identificação de espécies e 

caracterização de diversos organismos (ROSA; PAIVA, 2009).  

Uma das técnicas amplamente utilizadas para a identificação de fungos por 

meio da análise de sequências de DNA é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

que permite a amplificação de sequências específicas do ácido desoxirribonucleico 

de células fúngicas, vivas ou mortas, mesmo que estejam misturados a outros DNA’s 

(PINHEIRO, 2004; GONÇALVES, 2009). Estas sequências se encontram no operon 

do gene do RNA ribossômico, rDNA, o qual é muito conservado dentro das espécies. 

A estrutura do gene do RNA ribossômico contém as sequências gênicas 

correspondentes ao RNA para as unidades ribossomais 18S, 5.8S e 28S, além dos 

espaçadores intergênicos ITS (WHITE et al., 1990). As regiões ITS (Internal 

Transcribed Spacer) têm sido as mais utilizadas para a identificação molecular de 

fungos com primers universais (WHITE et al., 1990, GONÇALVES, 2009), contudo 

é reconhecida a variabilidade intraespecífica de sequências semelhantes a ITS1 ou 

ITS2 (NILSSON et al., 2008).  

A padronização de identificação de fungos, baseada na informação da 

sequência de bases nitrogenadas, de uma ou mais sequências de genes de RNA 

ribossômico (rDNA) apropriadamente escolhidas e assinaladas, tem evoluído para 

definir uma marca molecular-digital específica, denominada bar code para cada 

táxon. Os espaçadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) do operon rDNA foram 

empregados com sucesso para analisar relações intra e interespecíficas em vários 

fungos, e ainda em alguns casos, permitiram a delimitação de espécies, onde os 

caracteres morfológicos não foram suficientes (WITTHUHN et al., 1998).  

Waalwijk et al. (1996) ressaltaram que apesar de a região ITS ser a mais 

utilizada para identificação de fungos, em algumas situações a codificação desta 

região não tem sido eficaz para a determinação de algumas espécies. Por esse 

motivo, existe outro gene que tem sido utilizado, que é o gene TEF1, o qual codifica 

o fator de tradução e elongação 1-alpha, tendo se tornado o marcador mais usual, 

uma vez que é um gene de cópia única, reconhecido como altamente informativo 

entre espécies relacionadas (GEISER et al., 2004). A região do fator de tradução e 

elongação 1- alpha ou TEF1 é altamente conservada e está envolvida na tradução e 

elongação, sendo recentemente muito utilizada para estudar a variação intra e 

interespecífica, assim como para estudos de análises filogenéticas de uma grande 

variedade de grupos de organismos eucariotos (O’DONNELL et al., 2000). 
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 2.5 Botryosphaeriaceae – Lasiodiplodia spp. 

 

Em Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Dothideomycetes) são 

encontrados fungos fitopatogênicos necrotróficos e saprófitas, principalmente em 

árvores e arbustos nos ambientes nativos ou agroecossistemas em todo o mundo 

(SLIPPERS et al., 2009). Lasiodiplodia, Botryodiplodia Sacc, Diplodia Fr., 

Dothiorella Sacc, Fusicoccum Corda, Macrophoma Berl. & Vogl., Macrophomopsis 

Petrak, e Sphaeropsis Sacc são gêneros que acomodam as populações de anamorfos 

do gênero Botryosphaeria (SIVANESAN, 1984; SUTTON, 1980). Deste modo, a 

caracterização morfológica e molecular é essencial para definir as espécies de 

Botryosphaeria com seus anamorfos (JACOBS; REHNER, 1998). 

A partir de um trabalho robusto, utilizando análise de características 

morfológicas e análise filogenética com sequências múltiplas de SSU, ITS, LSU, 

TEF1 e β-tubulina, são conhecidos 17 gêneros e cerca de 110 espécies em 

Botryosphaeriaceae que estão distribuídas nos gêneros: Lasiodipodia, Barriopsi 

Phillips, Alves & Crous, Botryosphaeria, Botryobambusa Phookamsak, Liu & Hyde, 

Cophinforma Doilom, Liu & Hyde, Diplodia, Dothiorella, Neodeightonia Booth, 

Macrophomina Petrak, Phaeobotryon Theissen & Sydow, Sphaeropsis Sacc, 

Tiarosporella Höhn, Neoscytalidium Crous & Slippers, Neofusicoccum Chinelos & 

Phillips, Spencermartinsia Phillips, Alves & Crous, Endomelanconiopsis Rojas & 

Samuels e Pseudofusicoccum Mohali, Chinelos & M. J. Wingfield (PHILLIPS et al., 

2013). 

As espécies da família Botryosphaeriaceae geralmente existem em tecidos 

vegetais assintomáticos como endófitos ou como patógenos, causando sintomas de 

doença no início de estresses ambientais (SLIPPERS et al., 2014). Botryosphaeria 

spp. são endófitos do eucalipto, mas também causam graves cancros e morte em 

plantações exóticas (SMITH; KEMP; WINGFIELD, 1994). O eucalipto é plantado 

como exótico em vários locais do mundo e isso resultou na introdução de patógenos 

em novas áreas (WINGFIELD et al., 2001). Estudos revelam que espécies de 

Botryosphaeriaceae foram encontradas nas sementes de eucalipto e outras culturas 

(LUPO, TISCORNIA, BETTUCI, 2001; GURE; SLIPPERS; STENLID, 2005). 

Devido à associação destas espécies de fungos com sementes de plantas e a presença 

destes microrganismos em tecidos vegetais assintomáticos há fortes evidências de 

que é possível a dispersão de algumas espécies de Botryosphaeriaceae em sementes 
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ou mudas que podem ser dispersas facilmente com o eucalipto para novas áreas 

(SLIPPERS; WINGFIELD 2007; SLIPPERS et al., 2009). 

Espécies de Lasiodiplodia ocorrem geralmente em regiões tropicais e 

subtropicais e algumas delas causam danos graves às plantas, sobretudo nas 

cultivadas, mas também são encontradas espécies não patogênicas endófitas e/ou 

saprófitas (PUNITHALINGAM, 1980; ROSADO et al., 2016). Em eucalipto, 

Botryosphaeria spp. e seus anamorfos causam cancros, má formação e nanismo em 

árvores de todas as idades (ROUX et al., 2001). Botryosphaeria rhodina (anamorfo: 

Lasiodiplodia theobromae) é considerado um patógeno de plantas estressadas e 

causa danos extensos nas árvores infectadas (ROUX et al., 2000) o que leva a sua 

caracterização subjetiva como patógeno oportunista, uma vez que o critério, 

oportunidade de infecção, não tem sido muito estudado. 

O gênero Lasiodiplodia é baseado em Lasiodiplodia theobromae e a presença 

de paráfises em picnídios e estrias longitudinais nos conídios escuros maduros, 

bicelulares são as características referenciais para diferenciar esse gênero de outros 

muito semelhantes à Lasiodiplodia (SUTTON, 1980). De acordo com o Index 

Fungorum (2019) existem 42 espécies de Lasiodiplodia. Por outro lado, há poucos 

registros da fase sexual dessas espécies, devido à falta de conhecimento dos 

teleomorfos. São conhecidas formas sexuadas de quatro espécies de Lasiodiplodia: 

L. gonubiensis Pavlic, Chinelos & MJ Wingfield, L. lignicola (Ariyawansa, JK Liu e 

KD Hyde) AJL Phillips, A. Alves e J. Abdollahzadeh, L. theobromae e L. 

pseudotheobromae Phillips, Alves & Crous (LIU et al., 2012; PHILLIPS et al., 2013; 

TRAKUNYINGCHAROEN et al., 2015). Para o anamorfo Lasiodiplodia 

theobromae há relato do teleomorfo Botryosphaeria rhodina (sin. Botryodiplodia 

theobromae (Pat.) (ROUX et al., 2001) e Botryosphaeria ribis (ALFENAS et al., 

2004), contudo L. theobromae foi estabelecido como um único nome válido para as 

fases assexuada e sexuada sem conexão com táxon sexuado (PHILIPS et al., 2013) 

tornando os teleomorfos anteriores em sinonímias distintas. Para as demais espécies 

a forma sexuada não tem sido contemplada com o táxon específico. Punithalingam 

(1976) em seu trabalho concluiu que várias das espécies conhecidas na época eram 

sinônimas de L. theobromae. Isso ocorreu porque, com base em características 

morfológica, não era possível separar essas espécies. Apesar disso, o autor destaca 

que diante da ampla gama de hospedeiros e pela variabilidade morfológica existente 

é possível que L. theobromae seja constituída de um complexo de espécies.  
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 Dentre os principais caracteres morfológicos de valor taxonômico dos fungos 

da família Botryosphaeriaceae que embasaram a sua taxonomia no estágio 

assexuado por muitos anos estão: a forma e a cor, a largura, o comprimento, a 

septação, a espessura da parede célular, a coloração de conídios e as características 

das paráfises dentro dos picnídios e das células conidiogênicas, bem como, o 

formato, ornamentação e arranjo de picnídios, quando identificados com base no 

estágio assexuado. As principais características visíveis utilizadas para a 

identificação do estágio sexuado são o formato do ascomata e as dimensões de ascos, 

a cor, a forma e a septação de ascósporos (CROUS et al., 2006; SCHOCH et al., 

2006; PHILLIPS et al., 2013; TENNAKOON et al., 2016). Lasiodiplodia spp. 

apresenta micélio cor branca-acinzentada a preta, picnídios simples ou compostos, 

globosos, muitas vezes agregados, estromáticos, ostiolados, podendo chegar até 5 

mm de largura, conidióforos são hialinos, simples e raramente ramificados, às vezes 

septados, cilíndricos. Os conídios das espécies de Lasiodiplodia são geralmente 

asseptados e hialinos, quando jovens e apresentam coloração marrom escura e são 

septados com superfície externa da parede estriada longitudinalmente quando 

maduros (BURGESS et al., 2006). 

 Slippers et al. (2009) relataram que várias espécies de Botryosphaeriaceae 

foram encontradas associadas à Eucalyptus spp. Espécies como Botryosphaeria 

dothidea (Basionym: Sphaeria dothidea Moug., = Botryosphaeria berengeriana De 

Not., Sfer. = Fusicoccum aesculi Corda = Sphaeria coronillae Desm.) e 

Neofusicoccum ribis Slippers, Crous, &. Wingf. foram as mais recorrentes em 

Eucalyptus spp., entretanto nas últimas décadas, outras espécies têm sido relatadas na 

cultura do eucalipto, especialmente nos gêneros Neofusicoccum, Pseudofusicoccum e 

Lasiodiplodia (SLIPPERS et al., 2009). Botryosphaeria dothidea é reconhecida 

como espécie latente que causa doença em árvores sadias cujos sintomas são cancros, 

die-back, trinca de casca, acúmulo e exsudação de resina (ROUX et al., 2000). 

Lasiodiplodia theobromae está relatada em mais de 500 plantas hospedeiras, dentre 

elas Eucalyptus spp., a exemplo de E. grandis. Este patógeno foi relatado em árvores 

de eucalipto em várias localidades ao redor do mundo como Uganda e República do 

Congo na África, Austrália e América do Sul (ROUX et al., 2000, 2001; BURGESS 

et al., 2006; MOHALI; SLIPPERS; WINGFIELD, 2007) e é considerada uma das 

espécies mais agressivas de Botryosphaeriaceae em eucalipto (PAVLIC et al., 2007). 

Outra espécie também relatada em Eucalyptus é Lasiodiplodia pseudotheobromae, 
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identificada em Eucalyptus spp. no leste da Austrália e Venezuela (MOHALI; 

BURGESS; WINGFIELD, 2005; ALVES et al., 2008; SLIPPERS et al., 2009). 

 

2.6 Pestalotiopsis spp. e Neopestalotiopsis spp. 

 

 O gênero Pestalotiopsis pertence à família Amphisphaeriaceae e foi 

estabelecido por Steyeart (1949) para espécies que apresentam conídios de cinco 

células, com três células intermediárias de cores variáveis (esverdeada a marrom-

claro e/ou marrom escuro) e células terminais ou apicais de coloração hialinas, 

exibindo dois ou mais apêndices apicais. Pestalotiopsis é um gênero tipificado por 

fase assexuada, rico em espécies com aproximadamente 253 nomes de anamorfos 

assexuais (ZHANG et al., 2012a; MAHARACHCHIKUMBRA et al. 2013d). 

Pestalotiopsis é um gênero amplamente distribuído nas regiões de climas tropicais e 

temperado (LEE et al., 2006). A maioria das espécies do gênero não tem fase 

sexuada conhecida e atualmente apenas 13 taxas na fase de teleomorfo estão 

registrados na literatura, todos no gênero de Pestalosphaeria M. E. Barr 

(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011). 

Sutton (1980) caracteriza Pestalotiopsis como um fungo que apresenta 

micélio imerso no meio de cultura, com hifas ramificadas, septadas, hialinas a 

marrom-claro, com conidiomas do tipo acervular, que possuem uma parede basal 

bem desenvolvida, formada por células angulares, delgadas. Os conidióforos são 

hialinos, ramificados e septados, cilíndricos a lageniformes. As células 

conidiogênicas são do tipo holoblásticas, anelídicas, indeterminadas, integradas, 

cilíndricas, hialinas, lisas com muitas proliferações. O gênero Pestalotiopsis 

apresenta conídios fusiformes, retos ou levemente curvados, 4-euseptados, célula 

basal hialina truncada, com um apêndice endógeno, unicelular, simples; célula apical 

cônica, hialina, com dois ou mais apêndices apicais, simples ou ramificados, células 

medianas marrons concolores (apenas uma tonalidade de cor das células medianas) 

ou versicolores (diferentes colorações das células medianas), de parede mais espessa, 

lisa ou verrugosa. 

Comparando a morfologia com dados de sequências verificou-se que espécies 

de Pestalotiopsis apresentam uma ampla diversidade morfológica (TEJESVI et al., 

2009). Para Hu et al. (2007) características morfológicas como comprimento de 

conídios, comprimento médio de células, largura de conídio e cor das células 
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medianas são caracteres estáveis dentro desse gênero, porém outras características 

que também são frequentemente utilizadas como o comprimento dos apêndices 

apical e basal variam. Estes autores revelaram ainda que sequências de rDNA de 

espécies morfologicamente semelhantes e taxa diferentes dele provenientes ou de 

hospedeiros diferentes foram analisadas, a fim de determinar se a nomenclatura das 

espécies, com base em associação com o hospedeiro, tem importância filogenética. 

Os resultados obtidos indicaram um estreito relacionamento entre as espécies 

morfologicamente relacionadas ao invés de associação com o hospedeiro, o que pode 

acarretar novas nomenclaturas para as espécies desse gênero (JEEWON, 2002). 

Espécies de Pestalotiopsis são fitopatogênicas e causam várias doenças em 

plantas, incluindo cancros, die back, lesões, morte da parte aérea, manchas foliares, 

queima de folhas, clorose, podridão de frutos, podridão-de-estacas-para-

enraizamento e podridão de sementes (SOUSA et al., 2004; ESPINOZA et al., 2008). 

Alfenas et al. (2009) associaram Pestalotiopsis spp. a lesões necróticas em folhas e 

haste de estacas e miniestacas de Eucalyptus spp. As espécies Neopestalotiopsis 

Hyde & Crous e P. disseminata Steyaert, P. funerea Steyaert, P. mangiferae Steyaert 

e P. neglecta Steyaert são relatadas em outros países. Gonthier et al. (2006) 

descreveram a ocorrência de cancro, provocado por P. funerea em coníferas adultas 

da espécie Cupressocyparis leylandii A. B. Jacks. & Dallim, e morte de mudas na 

Itália. No Brasil foi detectado Pestalotiopsis como um dos causadores da podridão 

branca em florestas de eucaliptos nos estados BA, ES, MG, RS, SP, PA (ALONSO et 

al., 2007). Um gênero derivado de Pestalotiopsis que vem sendo muito estudado é 

Neopestalotiopsis (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Neopestalotiopsis 

australis Maharachchikumbura, Hyde & Crous e N. eucalypticola 

Maharachchikumbura, Hyde & Crous, são relatados como fitopatógenos de eucalipto 

no Brasil (SANTOS et al., 2020). 

Maharachchikumbura et al. (2014) sugeriram a separação de   

Neopestalotiopsis de Pestalotiopsis. A partir de sequências de DNA, espécies 

contendo células medianas versicolores formaram um clado bem definido 

denominado Neopestalotiopsis o qual pareceu ter evoluído a partir da linhagem de 

Pseudopestalotiopsis. Segundo os autores, Neopestalotiopsis apresenta conidiomata 

acervular ou picnidial, subgloboso, globoso, clavado, solitário ou agregado, marrom 

escuro a preto, unilocular ou irregularmente plurilocular, exsudando conídios 

marrons escuros a pretos em uma massa viscosa e globosa. As células conidiogênicas 
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discretas, cilíndricas, ampuliformes a lageniformes, hialinas, lisas, de paredes finas. 

A conidiogênese inicialmente holoblástica, tornando-se recorrente para produzir 

conídios adicionais em níveis ligeiramente mais altos. Os conídios são fusóides, 

elipsóides a subcilíndricos, retos a ligeiramente curvados, com 4 septos, célula basal 

cônica a subcilíndrica, com base truncada, hialina ou marrom, pálida a olivácea, fina 

e rugosa e paredes lisas. Cada conídio tem três células medianas, de parede rugosa a 

verruculosa, versicolor, septos mais escuros que o resto da célula, célula apical 

hialina, cônica a cilíndrica, com apêndices apicais tubulares, um a muitos, filiformes 

ou atenuados, flexíveis, ramificados ou não ramificados e apêndice basal único, 

tubular, não ramificado, cêntrico. 

 

2.7 Coniella spp. e Pilidiella spp.  

 

 Os gêneros assexuais Coniella Höhnel e Pilidiella Petrak e Sydow e sua 

forma sexuada Schizoparme Shear são patógenos fúngicos, associados a doenças 

foliares, frutas, caule e raízes em uma grande variedade de hospedeiros (VAN 

NIEKERK et al., 2004). Esses gêneros podem ocorrer tanto como invasores 

primários ou secundários de tecidos vegetais infectados por outros organismos ou 

feridos por outras causas (FERREIRA; ALFENAS; COELHO, 1997). 

 O gênero Coniella foi estabelecido por Von Höhnel (1918), tipificado por C. 

pulchella Höhnel, atualmente sinonímia de C. fragariae (Oudemans) B. Sutton 

(CROUS et al., 2014a). Coniella foi dividido em dois subgêneros por Petrak e 

Sydow (1927), nomeando Euconiella que apresentavam conídios escuros, tipificados 

por C. pulchella e Pseudoconiella que apresentavam conídios hialinos a pálidos, 

tipificados por C. granati (Saccardo) Petrak & Sydow (SUTTON, 1969). O gênero 

Pilidiella, foi tipificado por Pilidiella quercicola (Oudemans) Petrak, Petrak e 

Sydow (1927) e sua forma sexual, Schizoparme, tipificada por S. straminea Alvarez 

& Crous, descrita como uma espécie que ocorre em uma ampla variedade de 

hospedeiros lenhosos e herbáceos. Maas, Pollack e Uecker (1979) associaram S. 

straminea à forma sexuada de P. quercicola. Rossman et al. (2015) recomendaram 

que o nome Pilidiella (1927) fosse mantido sobre o de Schizoparme (1923), uma vez 

que Pilidiella foi mais amplamente utilizado em literatura que Schizoparme, além de 

possuir mais espécies. 



 
 

15 
 

 Van der Aa (1973) e von Arx (1981) trataram Coniella e Pilidiella como 

gêneros separados, sendo Coniella com conídios marrons escuros e Pilidiella com 

conídios hialinos a marrom-claro. Sutton (1980) e Nag Raj (1993), no entanto 

trataram os dois gêneros como sinônimos. Em estudo recente Alvarez et al. (2016) 

afirmam que as espécies de Coniella compartilham características morfológicas 

comuns em termos de anatomia conidiomatal, conidióforos e conidiogênese, mas 

variam em relação ao tamanho, forma, cor, presença de uma fenda germinativa, 

apêndice basal ou lateral e características culturais. Com relação à pigmentação 

conidial, não é confiável separar esses gêneros por essas características, pois alguns 

conídios permanecem hialinos até se tornarem marrons na maturidade, enquanto em 

outros, rapidamente se tornam marrons, ficando marrom escuro na maturidade (VON 

ARX, 1981). Algumas espécies originalmente tratadas em Pilidiella têm conídios 

que eventualmente ficam marrons escuros, sendo mais típicos de Coniella do que 

Pilidiella. Alvarez et al. (2016) propõem como resultado de análises filogenéticas e 

morfológicas que todas as espécies de Pilidiella e Schizoparme, com conídios 

hialinos ou marrons, sejam consideradas como sinônimo de Coniella como o nome 

genérico aceito com base em prioridade. 

 

2.8 Avaliação espacial de doenças 

 

A análise do padrão espacial de uma doença pode fornecer informações 

valiosas sobre a dispersão do patógeno e mecanismos de sobrevivência do inóculo 

(DAVIS; BROWN, 1996), bem como sobre a propagação da doença que ele causa. A 

análise do padrão pontual, a média e a variância de uma amostra da população em 

estudo pode ser usada para calcular índices de dispersão, que servem para indicar a 

existência de um padrão espacial ao acaso ou agregado e quantificar o grau de 

agregação das plantas doentes (DAVIS; BROWN, 1996). Um exemplo disso é o 

índice de agregação de Lloyd, P, (LLOYD, 1967), que quantifica o número de vezes 

em que um ponto individual está mais agregado sobre a média, do que ele poderia 

estar, se o padrão fosse ao acaso. Assim, quando P>1, tem-se um padrão agregado 

tanto maior quanto maior o número, P=1, tem-se um padrão ao acaso e P<1 tem-se 

um padrão uniforme (DAVIS; BROWN, 1996). Um padrão ao acaso, tanto de 

incidência, quanto de severidade de uma doença, significa que a probabilidade de um 

propágulo se depositar sobre uma planta hospedeira é igual para todas as plantas 
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hospedeiras, tanto em um sistema de cultivo, quanto em um sistema natural. Do 

mesmo modo, a ocorrência da doença não é influenciada pela distância até a fonte de 

inóculo esteja localizada na mesma planta ou em plantas próximas (TUMURA; 

PIERRI; FURTADO, 2012). Grandes distâncias, no entanto, sobretudo com barreiras 

naturais, impedem a ocorrência de doenças pela falta de inóculo viável. Entretanto, 

se em condições naturais, o patógeno se dispersa a curtas distâncias, a probabilidade 

de uma planta ser infectada é maior para aquelas que se encontram próximas à fonte 

de inóculo do que para aquelas distantes, sendo, neste caso, o padrão espacial da 

doença agregado, com focos visíveis ao redor das fontes primárias de inóculo 

(TUMURA, 2011). 

 O padrão espacial de doença fornece dados que podem ser utilizados para 

auxiliar o esclarecimento da sua etiologia e do papel de possíveis vetores ou de 

outros agentes, como o vento e a chuva, na disseminação do patógeno 

(LARANJEIRA et al., 1998). As doenças de causa biótica, principalmente aquelas 

encontradas em hospedeiros perenes, exibem padrões definidos de aparecimento e de 

crescimento de focos. Geralmente, nestes casos, há agregação de plantas doentes a 

partir de altas incidências (GOTTWALD et al., 1993; LARANJEIRA, 1997). O 

padrão espacial da doença de plantas define como ocorre o arranjo ou a posição das 

plantas doentes, umas em relação às outras (GILLIGAN, 1983). Deste modo, quando 

se estuda o padrão espacial de determinada cultura, se objetiva conhecer a 

localização das plantas doentes, que são os eventos observados em uma determinada 

área, que expressa a forma como determinado patógeno se dispersa (HUGHES et al., 

1997). O padrão espacial de doença ajuda na compreensão do efeito da distância da 

fonte de inóculo sobre ela e, no entendimento, se a base genética dos hospedeiros 

pode ser um fator relevante na epidemia (BARNES et al., 2005). 

 

2.8.1 Análise da dinâmica e estrutura de focos (ADEF) e índice de dispersão (ID) 

 

Epidemia de doenças de plantas é a alteração da população do patógeno 

sobre a população do hospedeiro ao longo do espaço e do tempo (CAMPBELL; 

MADDEN, 1990). Segundo Kranz, (1974), uma epidemia ocorre quando há 

mudanças na intensidade de doença na população do hospedeiro ao longo do espaço 

e do tempo. Essa alteração populacional pode ocorrer em um mesmo espaço e variar 

com o tempo ou ser retratada em um mesmo tempo, ao longo do espaço, bem como 
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contemplar simultaneamente as dimensões espaço e tempo. Uma doença endêmica 

pode se tornar epidêmica, quando ocorrem mudanças no ambiente que favoreçam a 

rápida multiplicação e dispersão do patógeno responsável por ela. Neste conceito, a 

epidemia é a mudança na intensidade de uma doença na população de plantas no 

espaço-tempo (KRANZ, 1974). Assim sendo, a possibilidade de ocorrência de uma 

epidemia está intimamente relacionada à evolução de determinada doença, a qual 

envolve diferentes fases do ciclo de vida do patógeno (BERGAMIN FILHO; 

AMORIM, 1996). 

 Através do método da ADEF é possível caracterizar variáveis importantes 

como o número de focos com plantas doentes, (NFPD), número de focos unitários, 

(NFU), a forma do foco, (FF), o número médio de plantas por foco, (NMPF) e o 

índice de compactação do foco, (ICF) (NELSON, 1996). Assim, o número de focos 

com plantas doentes (NFPD) é definido como o número total de focos de doença na 

área avaliada. O tamanho do foco (S) é definido como o número de plantas doentes 

em um foco da doença. Dimensão do foco é definida como a distância máxima 

abrangida pela linha (l) e pela coluna (c) do foco, ou seja, toda a área compreendida 

pelo foco nos sentidos vertical, horizontal e longitudinal. Conforme exemplificado na 

Figura 1 o foco cinza denota a existência de padrão de proximidade longitudinal 

entre a unidade central e as demais. O foco pontilhado denota a existência de padrões 

de proximidade vertical e horizontal entre a unidade central e as demais. Para o foco 

em preto, o número de plantas por foco (NPF) = 11; número de colunas ocupadas 

pelo foco (nc) = 4; número de linhas ocupadas pelo foco (nl) = 5 (NELSON, 1996). 

 

Figura 1. Exemplo de focos e de padrões de proximidade considerados pela Análise 

da dinâmica e estrutura de focos. 

Fonte: Laranjeira, Amorim e Bergamin, 1998. 

No Brasil, a técnica da ADEF foi utilizada nos estudos de clorose 

variegada dos citros (CVC) causada pela bactéria Xylella fastidiosa Wells et al. por 
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Laranjeira, Amorim e Bergamin (1998) na avaliação da incidência da CVC por 

sintomatologia e por sorologia (NUNES et al., 2001), em diferenças dos padrões 

espaciais das plantas com cancro cítrico, causada pela bactéria Xanthomonas 

axonopodis pv. citri (Hasse) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings na presença ou 

ausência da larva minadora dos citros Phyllocnistis citrella Stainton (BERGAMIN 

FILHO et al., 2001) e na análise da morte súbita dos citros (MSC) causada por um 

agente ainda desconhecido em pomares do norte de São Paulo e sul do Triângulo 

Mineiro (JESUS JUNIOR; BASSANEZI, 2004). Para a cultura do eucalipto, essa 

técnica foi utilizada nos estudos da ferrugem causada por Puccinia psidii Winter 

(MASSON, 2009), do cancro basal causado por Crysophorte cubensis (SOUZA, 

2007) e da seca de ponteiros em Corymbia citriodora Hill & Johnson, causada por 

Botryosphaeria ribis (COLTURATO, 2009).  

O índice de dispersão (ID) representa para determinada população de plantas 

o grau de agregação espacial existente (TUMURA, 2015). O índice de dispersão (ID) 

é um método utilizado para indicar o padrão espacial agregado, onde a variância da 

amostra é dividida pela média, e o grau de significância é comparado pela tabela do 

qui-quadrado (ELLIOTT, 1983). Quando o valor do ID<1 indica padrão espacial 

regular, ID=1 padrão espacial aleatório e ID>1 indica padrão espacial agregado 

(CAMPBELL, MADDEN 1990; BERGAMIN FILHO et al., 2004). Neste trabalho, o 

índice de dispersão foi calculado por meio da razão de variâncias, utilizando a 

variância binomial esperada no denominador e a variância observada no numerador 

(BERGAMIN FILHO, et al., 2004), uma vez que os dados obtidos de incidência 

ultrapassam 20% (MADDEN; RUGHES, 1995). O Índice de dispersão foi utilizado 

por Laranjeira et al. (2004) para estudos da dinâmica espacial da clorose variegada 

dos citros (CVC), em três regiões do estado de São Paulo. Ferreira, Pereira e Abreu 

(2009) também utilizaram o ID no estudo do arranjo espacial da mancha manteigosa 

do cafeeiro em campo, contudo foi utilizada a razão entre variância/média(x). 

 

2.8.2 Análise de Doublet e Análise de Run 

 

No estudo de padrão espacial de plantas doentes nas linhas ou nas colunas de 

plantio destacam-se as análises de sequências ordinárias denominadas teste de Run e 

teste de Doublet. Um Run é uma sequência de um ou mais símbolos idênticos, os 

quais são seguidos ou precedidos por símbolos diferentes ou por nenhum símbolo, 
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representando a sucessão de uma ou mais plantas doentes ou sadias. Através desta 

análise, compara-se o número de Runs observado (R) com o número de Runs 

esperados (E), sob a hipótese de que as plantas doentes estão distribuídas 

aleatoriamente (BERGAMIN FILHO et al., 2004). Assim como o teste de Run, o 

teste de Doublet tem como objetivo analisar o padrão espacial de doença em linhas 

ou colunas de plantio. Porém, nesta análise, o número de Doublets, isto é, duas 

plantas doentes adjacentes são utilizadas como critério de decisão na atribuição do 

valor numérico 1 e para a contabilização do valor total de D na linha. Neste teste, a 

hipótese de nulidade H0 é aceita quando a sequência ordenada de plantas doentes é 

aleatória, ou seja, testa-se a hipótese de que o padrão espacial é do tipo aleatório ou 

ao acaso, a partir de um conjunto de símbolos que representam estas plantas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Caracterização da área de estudo 

 

Conforme a classificação de Köppen, o clima no Acre é do tipo equatorial, 

quente e úmido e apresenta basicamente duas estações: estação seca, conhecida como 

verão Amazônico, que geralmente ocorre entre os meses de maio a setembro, e a 

estação chuvosa, conhecida como inverno Amazônico, que ocorre entre os meses de 

outubro a abril, com umidade relativa do ar em torno de 80% (ACRE, 2010). A 

temperatura média anual é em torno de 26,2ºC, com precipitação pluviométrica de 

2500 mm no período chuvoso. Entretanto, no período de seca mais extrema, que dura 

de 1 a 3 meses, a precipitação mensal acumulada fica abaixo de 60 mm de chuva 

(INPE, 2009). Com relação aos tipos de solo do estado os principais são: Argissolo, 

Cambissolo, Luvissolo, Gleissolo, Latossolo, Vertissolo, Plintossolo e Neossolo 

(ZEE, 2010). Considerando a distribuição dos solos por regional, identifica-se que na 

região do Vale do Acre os Argissolos distribuem-se em mais da metade do território, 

ocorrendo em grandes extensões nos municípios de Rio Branco, Porto Acre e 

Senador Guiomard (ZEE, 2010). 

As avaliações deste estudo, bem como a coleta de amostras de plantas doentes 

para isolamento, foram realizadas em quatro diferentes plantios da Mesorregião do 

Vale do Acre, compreendendo três municípios: Rio Branco, Senador Guiomard e 

Porto Acre, conforme a Figura 2. Os plantios foram implantados entre os anos de 

2015 a 2017. As quatro áreas do estudo foram selecionadas por apresentarem o 

mesmo material genético - clone de híbrido de Eucalyptus urophylla, conhecido 

comercialmente como I144 (AEC 144) - e estar apresentando sintomas de doença 

nos diferentes locais. 
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Figura 2. Mapa de localização das áreas de estudo, com imagem ampliada permitindo a distinção dos pontos indicadores das áreas 

avaliadas I, II, III e IV. 

Fonte: O autor, 2020.
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A área I (Figura 3A), localizada ao lado da BR-364, próxima ao aeroporto 

Internacional Plácido de Castro, no município de Rio Branco - AC, teve o plantio 

realizado em dezembro de 2017, em sistema convencional, onde o componente 

arbóreo é o principal elemento do sistema, com espaçamento igualitário a todas as 

árvores, sem compartilhamento dos recursos com outras culturas ou componente 

animal. Para o preparo do solo, a vegetação foi raspada com trator de esteira, 

enleirada e em seguida realizada a subsolagem na linha de plantio para posterior 

plantio. O espaçamento utilizado foi 3,30 m x 2,80 m, totalizando 5 mil plantas. 

Realizou-se uma adubação de plantio e duas adubações de cobertura, aos 3 e 6 meses 

de idade, com super fosfato simples. 

A área II, apresentada na Figura 3B, fica localizada próxima à rodovia AC-

040, em Senador Guiomard, AC. A implantação foi realizada em dezembro de 2015, 

em área anteriormente ocupada por pastagem. O plantio ocorreu em sistema 

convencional. Para o preparo do solo realizou-se a aplicação de herbicida seguida de 

subsolagem. O espaçamento utilizado foi de 3,3m x 2,8m, com uma adubação de 

plantio e duas adubações de cobertura aos 3 e 6 meses de idade, com super fosfato 

simples. 

A terceira área de estudo (Figura 3C), fica localizada às margens da rodovia 

estadual AC-010, na estrada do município de Porto Acre. A implantação realizou-se 

em dezembro de 2016. Este local era ocupado anteriormente por pastagem. O plantio 

ocorreu em renque quádruplo para integração pecuária floresta. Para o preparo do 

solo, houve a aplicação de herbicida e subsolagem. O espaçamento utilizado foi de 

3,0m x 2,0m e distância de 35 m entre faixas. Foi feita uma adubação de plantio e 

duas adubações de cobertura, aos 3 e 6 meses de idade, com super fosfato simples. 

A quarta área de estudo, apresentada na Figura 3D está localizada próxima ao 

município de Porto Acre, AC, com acesso pela rodovia estadual AC-010. A 

implantação foi realizada em janeiro de 2017. Este local era ocupado anteriormente 

por pasto. O plantio deu-se em renque duplo, para integração pecuária floresta. Para 

o preparo do solo fez-se a aplicação de herbicida e subsolagem. O espaçamento 

utilizado foi de 3,0m x 2,0m e distância de 35 metros entre faixas. com uma 

adubação de plantio e duas adubações de cobertura aos 3 e 6 meses de idade, com 

super fosfato simples. 
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Figura 3. Plantios de Eucalyptus urophylla (clone I144): A) plantio convencional em 

Rio Branco, Acre; B) plantio convencional no município de Senador 

Guiomard; C) Sistema agroflorestal do tipo silvipastoril em renque 

quádruplo, no município de Porto Acre e, D) Sistema agroflorestal do tipo 

silvipastoril em renque duplo, no município de Rio Branco.  

Fonte: O autor, 2019. 
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3.2 Coleta de amostras 

 

  A avaliação da doença e a coleta de material para isolamento de fungos 

aconteceram nos meses de maio e junho de 2019. Cada área de estudo foi dividida 

em duas parcelas, com 500 árvores cada, totalizando 1000 árvores por área avaliada. 

Por se tratar de plantios pequenos e irregulares, as parcelas apresentaram diferentes 

quantidades e tamanhos de linhas, porém sempre totalizando 500 árvores/parcela. 

 Foram coletadas amostras constituídas de casca e lenho que apresentavam 

lesões típicas de cancro, tanto do tronco como de ramos, conforme a Figura 4A-B. 

De cada parcela foram coletadas amostras de 10 árvores diferentes ao acaso. Estas 

amostras foram acondicionadas em sacos de papel e transportadas até o Laboratório 

de Fitopatologia da Universidade Federal do Acre para isolamento de fungos. 

 

Figura 4. Tronco de Eucalyptus urophylla após coleta de amostra com sintomas de 

cancro (A, B) e amostras coletadas para isolamento (C, D). 

Fonte: O autor, 2019. 
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3.3 Isolamento e purificação dos fungos 

 

O isolamento indireto de fungos fitopatogênicos foi adaptado conforme 

Alfenas et al. (2007).  No laboratório, as amostras de campo contendo lenho e casca 

foram cortadas com estilete, em pequenos fragmentos de aproximadamente 5 mm x 5 

mm. Em seguida, foi realizada a desinfestação dos fragmentos, deixando-os em 

etanol 70% por 30 segundos, e, após, os fragmentos foram transferidos para um 

recipiente contendo cerca de 50 mL de hipoclorito de sódio (NaClO 1.250 ppm), 

ficando neste recipiente por 2 min. Posteriormente, para remoção do excesso de 

hipoclorito de sódio, as amostras foram imersas em dois recipientes contendo água 

destilada esterilizada, por duas vezes e, por fim, os fragmentos foram secos em papel 

filtro esterilizado. Todo o material foi manuseado em câmara de fluxo laminar 

vertical desinfestada com álcool 70%, para garantir a assepsia. 

Após o procedimento de desinfestação, quatro fragmentos foram semeados 

em cada placa de Petri, contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Ágar), com 

o antibiótico cloranfenicol a 50 ppm. Essas placas foram fechadas com filme plástico 

e mantidas em temperatura ambiente, sobre armário, no laboratório. Para a obtenção 

de culturas puras foi realizada a purificação das colônias formadas a partir de tecidos 

vegetais. Após o crescimento das colônias, cerca de três a quatro dias após o semeio, 

repicou-se um fragmento da borda de cada colônia para placas de Petri contendo 

meio de cultura BDA com cloranfenicol a 50 ppm. Após a confirmação da pureza 

das colônias obtidas por inspeção visual, realizou-se a transferência para tubos de 

ensaio contendo meio de cultura BDA, sem o antibiótico, para a preservação dos 

fungos (GONÇALVES, ALFENAS, MAFIA; 2007). 

 

3.4 Caracterização dos isolados  

3.4.1 Caracterização morfológica 

 

Para a caracterização micro morfológica dos isolados, foi utilizado o método 

de microculturas: para cada isolado, uma placa de Petri foi forrada com disco de 

papel filtro umedecido com água destilada esterilizada. Foi colocada uma lâmina de 

microscopia sobre o aparato de polipropileno, para a lâmina não tocar o fundo da 

placa. Sobre a lâmina foi colocado um pequeno bloco de 5 mm x 5mm de meio BDA 

sem antibiótico. Fragmentos de cada isolado foram repicados para o bloco de BDA e, 
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em seguida, uma lamínula estéril foi colocada sobre o bloco de meio. As placas 

foram armazenadas à temperatura de 25ºC e fotoperíodo de 12 h luz/12 h escuro, por 

7 dias. As lamínulas foram retiradas e colocadas em uma nova lâmina com líquido de 

montagem azul-de-algodão, para a observação das hifas e estruturas fúngicas que se 

formaram. Para a caracterização micro morfológica dos esporos foram observadas e 

anotadas as medidas da largura, do comprimento, a coloração, a septação, o tamanho 

das células medianas de esporos com mais de uma célula, a presença ou ausência de 

apêndice apical e basal, o número de apêndices e o comprimento desses apêndices. 

Para o gênero Lasiodiplodia, foi utilizado meio ágar-água com acícula de pinus 

(Pinus taeda L.) para induzir a esporulação dos fungos (SMITH et al., 1996). 

A partir de preparações em lâminas com corante azul-de-algodão, foram 

efetuadas 30 medições micrométricas de conídios por isolado, sob aumento variando 

de 10 a 100X, no microscópio Nikon E-400, munido de ocular micrométrica e 

câmera integrada ao computador, exceto para os isolados de Lasiodiplodia que 

apresentaram poucos esporos, sendo medidos 10 esporos.  

Os caracteres quantitativos e qualitativos dos taxa de fungos presentes nas 

chaves taxonômicas (SUTTON, 1980; STEYAERT, 1949) foram considerados como 

dados discretos e, para cada característica, atribuiu-se o valor 1 para presença e 0 

para ausência  na coluna referente ao táxon previamente definido que a possuía, bem 

como, na coluna do isolado fúngico submetido à caracterização, ou na própria linha 

de descrição do caractere. A escolha dos taxa específicos para a composição da 

planilha basal para a análise de agrupamento baseou-se na identificação morfológica 

dos gêneros de cada isolado de fungo e na revisão de literatura (SUTTON, 1980; 

STEYAERT, 1949), reunindo as principais espécies descritas com nomes válidos no 

gênero, inclusive aquelas relatadas como patógeno de Eucalyptus spp. Desse modo, 

para o grupo Pestalotiopsis, elaborou-se uma planilha contendo as características de 

20 espécies de Pestalotiopsis e 4 espécies de Neopestalotiopsis. Para o grupo 

Lasiodiplodia (anamorfos de Botryosphaeriaceae) foi elaborada uma planilha com as 

características de 18 espécies de Lasiodiplodia, 6 espécies de Pseudofusicoccum e 22 

espécies de Neofusicoccum, visando a identificação dos isolados fúngicos de 

eucalipto. Contudo, não foram inseridas todas as espécies dos 17 gêneros atualmente 

conhecidos nesta família (PHILLIPS et al., 2013). Para o grupo Coniella, elaborou-se 

uma planilha com as características de 7 espécies de Pilidiella, 2 espécies de 

Coniella e 4 espécies de Harknessia Cooke, 1881.  

https://eol.org/pages/187984


 
 

27 
 

A análise de agrupamento foi realizada separadamente para cada grupo de 

isolado fúngico de eucalipto caracterizado, utilizando o programa R, versão 3.6.1 (R 

CORE TEAM, 2019), com o pacote Vegan 2.5.6 (OKSANEN et al., 2019), pelo qual 

calculou-se o Índice de Jaccard (1901), fórmula: SJ=a/(a+b+c), o qual é um 

coeficiente de associação. Nesta abordagem, para a comparação de duas unidades 

taxonômicas ordinárias, OTUS, A e B hipotéticas, tem-se o seguinte: a- característica 

presente em A e B ou ausente em A e B; b- característica ausente em A e presente 

em B; e c- característica presente em A e ausente em B. O coeficiente de Jaccard foi 

escolhido pela ampla aplicação em estudos de similaridade, tendo o mesmo efeito do 

índice de correlação (=coeficiente de associação simples) (SOKAL; MICHENER, 

1958), DP= a+d/(a+b+c+d), em que a+d representam as semelhanças (0,0 ou 1,1) e 

b+c representam as diferenças (0,1 ou 1,0) para um caráter de duas OTUs. Por meio 

do algoritmo presente no pacote Vegan, os valores do índice de Jaccard obtidos 

foram utilizados para o cálculo da distância fenotípica e para a construção da matriz 

de distância fenotípica. O dendrograma que representa a classificação de cada 

isolado, a partir da matriz de distâncias, foi construído pela análise de agrupamento, 

pelo método da Média Aritmética de Pares Não Ponderados, UPGMA (Unweighted 

Pair Group Method with Arithmetic Means) (SOKAL; MICHENER, 1958). 

 

3.4.2 Caracterização molecular 

3.4.2.1 Isolamento monospórico 

 

 Para a caracterização molecular dos isolados foi utilizado o DNA extraído de 

cada espécime, purificado pelo método de isolamento monospórico, de modo a 

eliminar o efeito de mosáico genético, possivelmente presente em colônias 

purificadas pelo cultivo de ponta de hifa. Para tanto, fragmentos de micélio contendo 

conídios de culturas puras obtidas pelo método de repicagem, por ponta de hifas de 

cada isolado armazenado em tubo inclinado com BDA foram transferidos, em uma 

câmara de fluxo laminar vertical, para tubos eppendorf de 1,5 mL, contendo 500 µL 

de água destilada estéril. Os tubos foram agitados em um vórtex Ika MS 3 Basic para 

a obtenção de uma suspensão de conídios e essa suspensão inicial foi diluída até se 

obter uma quantidade de cerca de 20-30 esporos/gota, contados em lâmina em 

microscópio de luz comum. Posteriormente, uma alíquota de 100 սL dessa suspensão 

foi transferida para placas de polietileno tipo Petri, contendo meio ágar-água 2% e o 
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volume foi espalhado sobre os meios de cultura, com o auxílio de um girador e uma 

alça de Drigalski. Após cerca de 12 horas, conídios germinados separadamente foram 

transferidos isoladamente para placa de Petri com meio BDA, onde foi estabelecido 

cada isolado purificado, após cultivo em BOD a 25ºC. 

 

3.4.2.2 Extração de DNA 

 

A extração de DNA foi realizada para cada isolado previamente purificado e 

escolhido como representativo de cada gênero. A extração ocorreu conforme 

metodologia adaptada a partir de Doyle e Doyle, 1987. No protocolo, cerca de 0,1 g 

de micélio raspado de colônias em BDA, com cerca de quatro dias, em placa de 

polietileno tipo Petri (90x15) mm foi transferido para tubo eppendorf novos e 

esterilizados de 2 ml. Duas esferas de aço (beads) foram colocadas em cada 

eppendorf e 1 ml de tampão de extração CTAB foi adicionado. Em seguida, as 

amostras foram colocadas para maceração do micélio e esporos no equipamento 

Tissuelyser QIAGEN TissueLyser II na frequência de 30 ciclos por 240 segundos. 

Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho seco Termobloco digital 

accublock™ e aquecidas a 60-65ºC por 1 hora, sendo agitadas manual e gentilmente 

de 10 em 10 minutos. Terminada essa etapa foi retirada com uma pipeta automática e 

ponteira estéril, uma alíquota de 700 μl da fase líquida, a qual foi transferida para um 

novo tubo eppendorf estéril de 1,5 ml de capacidade. Neste novo tubo, foi adicionada 

uma alíquota de 520 μl de CIA (Clorofórmio: álcool isoamílico) e os tubos foram 

agitados manual e suavemente por 96 vezes e, na sequência, foram centrifugados a 

12.000 rpm por 10 minutos. Em seguida uma alíquota de 400 μl do sobrenadante foi 

transferida para novos tubos eppendorf esterilizados de 1,5 ml e adicionou-se a cada 

tubo, 200 μl de acetato de amônio a 7,5mol/L e 400 μl de isopropanol. Os tubos 

foram agitados 20 vezes manual e gentilmente, para homogeneizar a solução. 

Os tubos foram colocados no freezer a -20ºC por 20 minutos após a agitação 

manual. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados a 12.000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante de cada um foi pipetado e descartado. Adicionou-se a cada 

tubo o volume de 500 μl de etanol a 70%, procedeu-se a sua agitação manual e, em 

seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante 

foi novamente pipetado com pipeta automática e ponteira estéril e descartado. Os 

tubos foram colocados invertidos sobre papel toalha dentro de fluxo laminar 
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horizontal ligado para secar por cerca de 1 hora. Após esse período, foi adicionado o 

volume de 30 μl de tampão TE dando um pulso na centrífuga a 3.000 rpm. Os tubos 

foram aquecidos em banho-maria a 30ºC, por 30 minutos, para ressuspender o DNA 

na solução e, na sequência, foram armazenados em freezer a -20ºC. 

 

3.4.2.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA 

 

As amostras de DNA extraídas foram submetidas à Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), para a amplificação da região ITS do rDNA, com os primers ITS1 

(5’TTCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATG 

C3’) (WHITE et al., 1990). Para o sequenciamento do gene do fator de tradução e 

elongação 1- alpha foi utilizado o par de primers EF1-688F (5'CGGTCA 

CTTGATCTACA AGT GC 3’) e EF1-986R (5'TACTTGAAGGAACCCTTACC 3') 

(ALVES et al., 2008; CARBONE; KHON, 1999). 

Para a reação de PCR foi utilizado 5 μl de tampão 10X, 1 μl de dNTPs a 2,5 

mM (0,2 mM de cada dNTP), 2,5 μl de Cloreto de Magnésio (MgCl2) a 50 mM (cf. 

2,5 mM), 1,0 μl de taq polimerase,1 μl de cada primer (cf. 10 pmoles), e 4 μl das 

amostras (cf. 5 ng/ul), i.e. 25ng e 9,5 μl de água mili-Q estéril. Uma testemunha 

(controle negativo) sem DNA foi incluída nas amplificações da PCR para cada 

primer. As reações de PCR foram feitas em termociclador Applied biosystems. Para 

os oligonucleotídeos iniciadores ITS1-ITS4 e ITS5-ITS4, a PCR foi realizada 

seguindo o programa: 95ºC por 5 minutos, 35 ciclos de 94ºC por 60 segundos 

(desnaturação), 52ºC por 60 segundos (anelamento), 72ºC por 120 segundos 

(elongação) e 72ºC por 10 minutos para elongação final. Para os Primes EF1-688F -

EF1-986R, a PCR foi realizada sob as condições: 95ºC por 5 minutos, 35 ciclos de 

94ºC por 60 segundos (desnaturação), 55ºC por 60 segundos (anelamento), 72ºC por 

120 segundos (elongação) e 72ºC por 10 minutos de elongação final da reação. 

Após o término das reações, procedeu-se a análise dos produtos de PCR de 

cada amostra, utilizando-se uma alíquota de 5 μl da solução presente em cada tubo 

identificado por isolado, a qual foi aplicada em um poço do gel de Agarose a 1%, 

após composição com o tampão de carregamento e água mili Q. Após a aplicação das 

soluções contendo os produtos de PCR, foram aplicadas alíquotas do marcador de 

peso molecular 1Kb DNA ladder, para 100pb nos poços das extremidades do gel, 

visando identificar e reconhecer o tamanho esperado dos fragmentos de DNA 
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presentes nas bandas do gel. Alíquotas de DNA λ com quantidades conhecidas 

(10ng/μl, 25ng/μl, 50ng/μl e 100ng/μl) também foram aplicadas para estimar 

visualmente a quantidade de DNA nas amostras aplicadas no gel e validar as 

quantidades de DNA estimadas por fluorometria com o aparelho Qubit 4 

(Invitrogen). Com o gel abastecido, procedeu-se a eletroforese em cuba horizontal a 

100V por 60 minutos. Após a corrida, o gel foi corado com gelred (1%) visualizado 

em transiluminador de luz UV acoplado a microcomputador com software de 

obtenção de imagens e fotografado. Com base nos resultados quanto a qualidade e 

quantidade do rDNA obtido, foi realizada uma diluição do DNA para a quantidade 

requerida na fase de sequenciamento. Para o sequenciamento no Laboratório 

Multiusuário de Genotipagem e Sequenciamento da Universidade Estadual de 

Campinas, Campinas-SP, os produtos obtidos na PCR foram sequenciados utilizando 

BigDye
TM

 Terminator Cycle Sequencing Kit. Os iniciadores utilizados para a reação 

de sequenciamento foram os mesmos descritos anteriormente para as reações da 

PCR, mas no sequenciamento, além de cada par específico de primer não marcado, a 

reação de PCR contou também com dNTPs marcados com fluorescência, além dos 

dNTPs, tampão e polimerase. Foi utilizado o sistema de análise de DNA por 

eletroforese capilar Genetic Analyser 3500XL com 24 capilares contendo a 

tecnologia Life Technologies – Applied Biosystems. Os arquivos no formato de 

eletroferogramas contendo as sequências de cada DNA foram disponibilizados na 

extensão. ab1, nos quais pôde ser observada a sequência das bases nitrogenadas com 

respectivas cores compatíveis com o padrão tecnológico que associa as cores verde, 

azul, amarelo e vermelho para as bases, Adenina, Citosina, Guanina e Timina 

respectivamente. 

  

3.4.3 Análises filogenéticas 

 

Com os arquivos em eletroferogramas obtidos, as sequências de cada isolado 

foram visualizadas e exportadas no formato FASTA, utilizando o programa Bioedit 

(HALL, 2012). Para as análises filogenéticas, sequências de ITS obtidas com os 

primers ITS-1 e ITS-4, ITS-5 e ITS-4 e sequências do gene TEF1 obtidas com os 

primers EF1-688F e EF1-986R de espécies já descritas em Eucalyptus nos gêneros 

Lasiodiplodia, Botryosphaeria, Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis, além de sequências 

das espécies Mycosphaerella africana e Dothistroma septosporum para servirem de 
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grupo externo foram importadas do banco de dados do National Center of 

Biotechnological Information (NCBI). Um arquivo em Word com o conjunto de 

sequências de ITS ou TEF1, obtidas no GenBank do NCB,I foi elaborado para o 

processamento das análises. 

            As sequências de DNA de cada espécime foram alinhadas em pares ou grupo 

com quatro sequências, utilizando o programa de alinhamento de sequências 

múltiplas CLUSTALW (THOMPSON et al., 1997) incorporado no programa Mega 

versão 10.0 (KUMAR et al., 2018), com o objetivo de obter uma única sequência 

alinhada e livre de gaps. As sequências alinhadas foram revisadas, considerando os 

gaps inserções e deleções das extremidades como dados perdidos e gaps internos 

preenchidos com a base lida. Para os isolados fúngicos que continham duas 

sequências de ITS e de TEF1, uma forward e outra reverse, o alinhamento contou 

com um par para cada região do DNA. Para os isolados que continham 4 sequências 

de ITS, duas forward e duas reverse com os primers ITS1-ITS4 e ITS5-ITS4, 

portanto, o alinhamento foi obtido com dois pares. A lista de isolados identificados 

pelo código das culturas, nome científico, hospedeiro e número de acesso dos quais 

se obteve as sequências das regiões ITS, e TEF1 para a análise filogenética está na 

Tabela 1 e na Tabela 2. 

            A estimativa das árvores filogenéticas foi feita pelo método de inferência 

Bayesiana (BI) utilizando o programa MrBayes v.3.1.2 (RONQUIST; 

HEULSENBECK, 2003) e o modelo de substituição foi escolhido com base no 

Critério de Informação Akaike (AIC) calculado para vários modelos com o programa 

MrModelTest v.3.2 (NYLANDER, 2004). A distribuição de probabilidade posterior 

das árvores filogenéticas foi calculada utilizando o método Monte Carlo Markov 

Chain MCMC, utilizando o softwere Mr. Bayes v. 3.1.2.,  com 1 milhão de gerações 

e amostragem de 1 árvore a cada 10 produzidas, totalizando 100.000 árvores na 

amostra (ALTEKAR et al., 2004), das quais foram eliminadas as 25.000 primeiras. 

Cada árvore filogenética final foi visualizada e editada no programa FigTree 1.3.1 

(http://tree.bio. ac.uk/software) (RAMBAUT, 2009) e exportada em pdf para edição 

posterior.
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Tabela 1– Lista de isolados utilizados para a análise filogenética de Lasiodiplodia spp., com  hospedeiros, local de coleta e código de acesso 

das sequências ITS e TEF1 no banco de dados do GenBank. 

Isolado Nº       Teleomorfo            Anamorfo Hospedeiro Local       ITS    TEF1 

CMW 7054 Botryosphaeria ribis Fusicoccum ribis Ribes rubrum USA AF241177 AY236877 

CMW 6235 Botryosphaeria parva Neofusicoccum parvum Tibouchina lepidota Austrália AY615136 AY615128 

CMW 6233 Botryosphaeria eucalyptorum Neofusicoccum eucalyptorum Eucalyptus nitens Austrália AY615138 AY615130 

CMW 6217 Botryosphaeria eucalypticola Neofusicoccum eucalypticola Eucalyptus rossii Austrália AY615143 AY615135 

CMW 10309 Botryosphaeria lutea Neofusicoccum luteum Vitis vinifera Portugal AY339258 ----- 

CMW 9073 Botryosphaeria australis Neofusicoccum australe Acacia sp. Austrália AY339261 ----- 

CMW 6837 Botryosphaeria australis Neofusicoccum australe Acacia sp. Austrália ----- AY339270 

KJ 93.52 

CMW 9075 

Botryosphaeria dothidea 

Botryosphaeria dothidea 

Fusicoccum aesculi 

Fusicoccum aesculi 

Populus sp. 

Populus sp. 

Nova Zelândia 

Nova Zelândia 

AF027745 

----- 

----- 

AY236899 

CMW 7060 Botryosphaeria stevensii Diplodia mutila Fraxinus excelsior Holanda AY236955 AY236904 

CMW 7774 Botryosphaeria obtusa Diplodia seriata Ribes sp. USA AY236953 AY236902 

CMW 10130 Botryosphaeria rhodina Lasiodiplodia theobromae Vitex sp. Uganda AY236951 AY236900 

IRAN 1521C ----- Lasiodiplodia citricola Citrus sp. Iran GU945353 GU945339 

IRAN 1522C ----- Lasiodiplodia citricola Citrus sp. Iran ----- GU945340 

CMW 13488 ----- Lasiodiplodia crassispora Eucalyptus urophylla Venezuela DQ103552 DQ103559 

IRAN 1501C ----- Lasiodiplodia gilanensis ----- Iran GU945352 GU945341 

CBS 116355 ----- Lasiodiplodia gonubiensis Syzygium cordatum África do Sul AY639594 DQ103567 

IRAN 1500C ----- Lasiodiplodia hormozganensis Olea sp. Iran GU945355 ----- 

IRAN 921C ----- Lasiodiplodia iraniensis Mangifera indica Iran GU945346 GU945334 
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IRAN 1502C ----- Lasiodiplodia iraniensis Juglans sp Iran GU945347 ----- 

CBS 494.78 ----- Lasiodiplodia parva solo Colômbia ----- EF622064 

WAC 12539 ----- Lasiodiplodia venezuelensis Acacia mangium Venezuela DQ103547 DQ103568 

CAA 006 ----- Lasiodiplodia theobromae Vitis vinifera USA DQ458891 DQ458876 

WAC 12535 ----- Lasiodiplodia rubropurpurea Eucalyptus grandis Austrália DQ103553 DQ103571 

CBS 304.79 ----- Lasiodiplodia pseudotheobromae Rosa sp. Holanda EF622079 EF622061 

CBS 110299 ----- Neofusicoccum luteum Vitis vinifera Portugal AY259091 AY573217 

MFLUCC 11-0435 ----- Lasiodiplodia. lignicola ----- Tailândia JX646797 JX646862 

DOT28 

CMW992 

CMM2298 

CMW36110 

CMW35895 

CBS 167.28 

CFCC 51998 

CGMCC 3.19022 

UACH 262 

CBS456.78 

97 

CMW3025 

----- 

B. lutea 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

Dothistroma septosporum 

Neofusicoccum luteum 

Lasiodiplodia marypalmiae 

Lasiodiplodia euphorbicola 

Lasiodiplodia egyptiacae 

Lasiodiplodia laeliocattleyae 

Lasiodiplodia cinnamomi 

Lasiodiplodia vaccinii 

Lasiodiplodia citricola 

Lasiodiplodia parva 

Lasiodiplodia parva 

Mycosphaerella africana 

 

Pinus sylvestris 

Actinidia deliciosa 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

Citrus latifolia 

Solo 

Nephelium lappaceum 

Eucalyptus sp 

 

Lituânia 

Nova Zelândia 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

México 

Colômbia 

Porto Rico 

África do Sul 

 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

----- 

AF283690 

----- 

AY236894 

KC481562 

KU887052 

KU886973 

KU507454 

MH236800 

MH330327 

MH286541 

EF622063 

MK294148 

----- 

Desconhecido: ----- 
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Tabela 2 - Lista de isolados utilizados para a análise filogenética de Pestalotiopsis spp. com espécies, hospedeiros, local de coleta, e código de 

acesso às sequências ITS e TEF1 no banco de dados do GenBank. 

Isolado Nº Espécies Hospedeiro Local    ITS TEF 1 

TAP20O063 Pestalotiopsis neglecta Cupressus macrocarpa Japão ----- AB453841 

CBS 450.74 Neopestalotiopsis surinamensis Elaeis guineensis Indonésia ----- KM199518 

IMI 192475 Neopestalotiopsis steyaertii Eucalyptus viminalis Austrália KF582796 KF582792 

63 Neopestalotiopsis foedans Nectandra lineatifolia Equador MN421910 ----- 

BP6 Neopestalotiopsis formicarum Calamus castaneus Malásia MN635622 ----- 

4 XJ Lin Pestalotiopsis sydowiana ----- ----- MF774810 ----- 

CBS 303.49 Pestalotiopsis versicolor ----- ----- MH856535 ----- 

MX06-17-LBPE Pestalotiopsis mangiferae Mangifera indica México MH179308 ----- 

LWU_30 Pestalotiopsis longiseta Planta medicinal Índia MK299129 ----- 

02 Pestalotiopsis maculans Amomum subulatum Índia MN710582 ----- 

CBS 118553 Pestalotiopsis colombiensis Eucalyptus urograndis Colômbia ----- KM199488 

ICMP 6088 Pestalotiopsis adusta ----- Fiji JX399006 JX399070 

MFLUCC 10-146 Pestalotiopsis adusta Syzygium sp. Tailândia ----- JX399071 

IFRDCC 2397 Pestalotiopsis anacardiacearum Mangifera indica China KC247154 KC247156 

CBS 434.65 Pestalotiopsis arceuthobii Arceuthobium campylopodum USA KM199341 KM199516 

CBS 331.92 Pestalotiopsis arengae Arenga undulatifolia Singapura KM199340 KM199515 

CBS 111503 Pestalotiopsis australis Protea neriifolia África do Sul KM199331 ----- 

CBS 119350 Pestalotiopsis australis Brabejum stellatifolium África do Sul KM199333 ----- 

CBS 124463 Pestalotiopsis biciliata Platanus × hispanica Eslováquia ----- KM199505 
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CBS 790.68 Pestalotiopsis biciliata Taxus baccata Holanda ----- KM199507 

CBS 443.62 Pestalotiopsis camelliae Camellia sinensis Turquia KM199336 KM199512 

CBS 113604 Pestalotiopsis chamaeropis ----- Desconhecido KM199323 KM199471 

MFLUCC 12-0268 Pestalotiopsis clavata Buxus sp. China JX398990 JX399056 

CBS 115449 Pestalotiopsis diploclisiae Psychotria tutcheri Hong Kong KM199314 KM199485 

MFLUCC 12-0287 Pestalotiopsis diversiseta Rhododendron sp. China ----- JX399073 

CBS 114127 Pestalotiopsis grevilleae Grevillea sp. Austrália KM199300 KM199504 

CBS 114491 Pestalotiopsis hawaiiensis Leucospermum sp USA KM199339 KM199514 

CBS 265.33 Pestalotiopsis hollandica Sciadopitys verticillata Holanda KM199328 KM199481 

CBS 115450 Pestalotiopsis humus Ilex cinerea Hong Kong KM199319 KM199487 

MFLUCC 12-0270 Pestalotiopsis inflexa ----- China JX399008 JX399072 

MFLUCC 12-0259 Pestalotiopsis intermedia ----- China JX398993 ----- 

CBS 109350 Pestalotiopsis jesteri Fragraea bodenii Nova Guiné KM199380 ----- 

CBS 442.67 Pestalotiopsis kenyana Coffea sp. Quênia KM199302 KM199502 

CBS 111963 Pestalotiopsis knightiae Knightia sp. Nova Zelândia KM199311 KM199495 

MFLUCC 12-0271 Pestalotiopsis linearis Trachelospermum  sp China JX398992 JX399058 

CBS 102220 Pestalotiopsis malayana Macaranga triloba Malásia KM199306 KM199482 

CBS 144.97 Pestalotiopsis monochaeta Quercus robur Holanda KM199327 KM199479 

CBS 130973 Pestalotiopsis novae-hollandiae Banksia grandis Austrália KM199337 KM199511 

CBS 171.26 Pestalotiopsis oryzae ----- Itália KM199304 KM199494 

CBS 331.96 Pestalotiopsis papuana Coastal soil Nova Guiné KM199321 KM199491 

CBS 265.37 Pestalotiopsis parva Delonix regia ----- KM199312 KM199508 

CBS 393.48 Pestalotiopsis portugalica ----- Portugal KM199335 KM199510 
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IFRDCC 2399 Pestalotiopsis rhododendri Rhododendron  sinogrande China KC537804 KC537811 

MFLUCC 12-0258; Pestalotiopsis rosea Pinus sp. China JX399005 JX399069 

CBS 176.25 Pestalotiopsis scoparia Chamaecyparis sp. Desconhecido KM199330 KM199478 

CBS 356.86 Pestalotiopsis spathulata Gevuina avellana Chile KM199338 KM199513 

CBS 114137 Pestalotiopsis telopeae Protea neriifolia × susannae Austrália KM199301 KM199559 

IFRDCC 2403 Pestalotiopsis trachicarpicola Podocarpus macrophyllus China KC537809 KC537816 

MFLUCC 12-0275 Pestalotiopsis unicolor ----- China JX398998 JX399063 

TAP29O082 Pestalotiopsis disseminata ----- Japão ----- AB453850 

MFLUCC12-0287 Pestalotiopsis diversiseta ----- China JX399009 JX399073 

DOT28 Dothistroma septosporum Pinus sylvestris Lituânia KR995129 -----  

Desconhecido:----
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3.5 Avaliação espacial 

 

Para a avaliação espacial de cancros nas plantas foram utilizadas 2 notas: 0= 

planta sem sintoma e 1= planta com sintoma. Dois avaliadores previamente 

instruídos foram responsáveis por fazer a asserção das notas a cada planta, enquanto 

um terceiro era responsável por anotar os valores atribuídos em uma planilha. Os 

cálculos da distribuição espacial e estrutura de foco foram feitos através do Microsoft 

Excel® 2014, a partir das fórmulas previamente selecionadas para cada método de 

avaliação. 

 

3.5.1 Padrão espacial com Índice de Dispersão por distribuição binomial 

 

A análise do padrão espacial de doença foi realizada em parcelas 

experimentais de cada área, por meio da comparação dos valores de ID calculados 

pela razão da variância observada/variância binomial, estimada entre quadrats de 

diferentes tamanhos em cada parcela. As árvores que apresentavam sintomas típicos 

de cancro foram contabilizadas como doentes, recebendo notação igual a 1, enquanto 

árvores que não apresentavam sintomas foram avaliadas como sadias e receberam 

notação igual a 0. A incidência média foi calculada como a probabilidade de plantas 

doentes, utilizando a fórmula p= ∑Xi/n.N. Em que: ∑Xi = número total de árvores 

doentes e n.N. = número total de árvores na parcela. Com os dados de incidência 

calculados, (p), foram calculadas a variância observada Vobs, a variância binomial 

Vbin e o índice de dispersão para cada quadrat (LARANJEIRA, 1997; BERGAMIN 

FILHO et al., 2004). 

Cada mapa gerado para cada parcela foi dividido em dois tamanhos de 

quadrats de 4 plantas (2px2p) e 6 plantas (3px2p). Para cada mapa e tamanho de 

quadrat foi realizada uma análise individual. A análise da distribuição das árvores 

com cancros dentro dos quadrats, em cada avaliação foi realizada com variâncias 

estimadas pela análise binomial, através do cálculo do índice de dispersão binomial, 

que é a razão da (Vobs) variância observada entre quadrats e a (Vbin) variância da 

distribuição binomial. A variância binomial foi calculada com a seguinte fórmula: 

Vbin = p (1-p)/n onde: p = incidência da doença na parcela em proporção (1-p) de 

plantas doentes e sadias na parcela; n = número de árvores por quadrat; Vobs =  (xi 

– n.p)²/n²(N-1)] onde: Xi = número total de árvores doentes no quadrat i e, N = 
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número total de quadrats em cada área. Para realizar o cálculo do índice de dispersão 

(ID), utilizaram-se os resultados da razão Vobs/Vbin, onde é possível concluir, sobre 

o padrão de distribuição espacial das árvores doentes em cada mapa e ainda para 

cada quadrat, onde valores de ID, significativamente iguais a 1, indicam que plantas 

doentes se distribuem aleatoriamente no campo, enquanto que valores de ID, 

significativamente maiores que 1, indicam que as árvores estão agregadas 

(MADDEN; HUGHES, 1995).  A hipótese H0 de padrão espacial ao acaso ou 

aleatório com probabilidade ou incidência média constante foi testada pela aplicação 

do teste do qui-quadrado (χ²) onde, o ID χ² ≠ 1 foi testado a 0,05% com N-1 graus de 

liberdade. O valor de χ² observado foi obtido pela fórmula: ID*(N-1) e  χ² calculado 

pela fórmula: 0,5 [1,645 + (2 (N-1) -1)
0,5

]², onde, quando o χ² observado > χ² 

calculado rejeitou-se o ajuste da distribuição (ELLIOT, 1983). 

 

3.5.2 Análise da dinâmica e estrutura de focos (ADEF) 

 

 Com base nos mapas da distribuição espacial da doença nas áreas avaliadas, 

foram realizados cálculos da análise de estrutura de focos. Consideraram-se como 

focos aquelas plantas com sintomas imediatamente adjacentes no padrão de 

proximidade vertical, horizontal ou diagonal (BERGAMIN FILHO et al., 2004). 

Foram avaliados os números de focos unitários (NFU), compreendendo aquele 

composto por uma planta afetada, o número total de focos em cada parcela (NF), o 

número de plantas por foco (NPF), o índice de forma de focos (IFF), o índice de 

compactação de focos (ICF). Para cada foco designado, quantificou-se o número 

máximo de linhas (lf) e colunas (lc) ocupadas, as quais foram utilizadas nos cálculos 

posteriores do IFF e do ICF com as seguintes fórmulas: 

IFF = [(lf/lc) /NF)] 

IFF = índice médio de forma de focos;  

lf = número máximo de linhas ocupadas no foco;  

lc = número máximo de colunas ocupadas no foco;  

NF = número total de ocorrência de focos; 

ICF = [(NPF/lc*lf) /NF] 

ICF = índice médio de compactação de focos; 

lf = número máximo de linhas ocupadas no foco; 
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lc = número máximo de colunas ocupadas no foco; 

NF = número total de ocorrência de focos; 

A partir dos valores de IFF é possível concluir que IFF=1,0 indica focos 

isodiamétricos, IFF>1,0 indica focos com maior comprimento na direção oposta as 

linhas de plantio e IF<1,0 indica focos com maior comprimento na direção da linha 

de plantio. Para os valores de ICF próximos a 1,0 indicam focos mais compactos, ou 

seja, maior agregação e proximidade entre todas as plantas pertencentes ao foco 

(TUMURA; PIERI; FURTADO, 2012). 

 

 3.5.3  Análise de Doublet e análise de Run 

 

Para a análise de Doublet os dados de plantas doentes e sadias nas linhas de 

plantio foram coletados ordenadamente representando cada planta e atribuindo-se o 

sinal de (+) para plantas doentes e (-) para plantas sadias. Cada Doublet foi formado 

por um par de plantas doentes adjacentes e contabilizado com o valor 1. O número 

total de Doublets, entendido como o número observado D, foi obtido pelo somatório 

dos números individuais de Doublets. O número esperado de Doublets E (D) e a 

variância s
2
(D) associada foram calculados. Para obter-se um valor padronizado, 

criou-se a variável ZD, com base na distribuição normal e para cada par de valores D 

e E(D), calculou-se um valor ZD com a fórmula (3). A análise foi realizada utilizando 

as seguintes fórmulas:  

E(D) = m(m-1) / N; (1) 

s
2
(D) = [m(m-1)[N(N-1) + (2N(m-2) + N(m-2)(m-3) - (N-1)m(m-1)] / N

2
(N-1)]; (2) 

ZD = [(D + 0,5 - E(D)] / s(D); (3) 

Onde: D: número de Doublet ; m: número de plantas doentes; N: número de plantas 

na linha; s(D) desvio padrão (BERGAMIN FILHO et al., 2004). 

 Para a conclusão do teste estatístico, foram consideradas as seguintes regras: 

H0=Padrão espacial de plantas doentes aleatório (ao acaso) e Ha=Padrão espacial de 

plantas doentes agregado.  Quando ZD>1,64 (P=0,05) rejeitou-se H0 e aceitou-se Ha 

a 5% de significância. Quando ZD=<1,64 (P=0,05) aceitou-se H0 e rejeitou-se Ha a 

5% de significância. 

 Para a análise de Run, o número de Runs foi definido como uma sequência de 

um ou mais símbolos idênticos na linha de plantio. Deste modo, a mesma planilha de 

dados com sinais (+) para plantas doentes e (-) para plantas sadias pôde ser utilizada 
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para contabilizar o número de Runs (R) em cada linha. Foi calculado o número 

esperado de Runs E (R) e a variância s
2
(R) correspondente. Calculou-se o valor 

padronizado de ZR com base na distribuição normal (Fórmula 6). A análise foi 

realizada utilizando as seguintes fórmulas: 

E(R) = 1 + 2m(N-m)/N; (4) 

s
2
(R) = 2m(N-m)[2m(N-m) – N] / [N2(N-1)]; (5) 

ZR = [R + 0,5 - E(R)] / s(R); (6) 

Onde: R: número de runs; m: número de plantas doentes; N: número de plantas na 

linha; s(R) desvio padrão (BERGAMIN FILHO et al., 2004). 

 Para a conclusão do teste estatístico foram consideradas as seguintes regras: 

H0=Padrão espacial aleatório (ao acaso) e Ha=Padrão espacial agregado.  Quando 

ZR<-1,64 (P=0,05) rejeitou-se H0 e aceitou-se Ha a 5% de significância. Quando 

ZR>=-1,64 (P=0,05) aceitou-se H0 e rejeitou-se Ha a 5% de significância. 

 A existência de padrão espacial de plantas doentes agregado indica que há a 

dispersão do patógeno e propagação da doença, planta a planta. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização morfológica 

4.1.1 Caracterização morfológica dos isolados de Lasiodiplodia spp. 

 

A morfologia dos isolados caracterizados nesse estudo foi comparada com as 

descrições morfológicas de outras espécies obtidas na literatura para o gênero 

Lasiodiplodia. Foram caracterizados cinco isolados, que apresentaram esporulação 

no momento da avaliação, com base na morfologia das colônias e características de 

conídios. 

 O crescimento das colônias foi rápido para todos os isolados em meio BDA, 

com micélio cobrindo toda a superfície da placa até os 7 dias. O micélio aéreo era 

inicialmente branco, depois apresentou coloração que variou de verde-escuro, cinza, 

acinzentado a preto, após sete dias de incubação a 25°C com fotoperíodo de 12 h. No 

momento da caracterização as colônias apresentaram coloração de cinza a preta, 

tanto no verso como no reverso da placa (Figura 5A-B).  

A formação de estruturas reprodutivas assexuais para estes isolados foi 

bastante demorada. O comprimento dos conídios variou de 23 a 30 μm ( x = 23,88 a 

25,53; DP= 0,98 a 3,05; EP=0,31 a 0,96); a largura variou de 10 a 14 μm ( x = 12,18 

a 12,93; DP= 0,49 a 1,16; EP=0,15 a 0,37) e a relação média de L/W 

(comprimento/largura) 1,5 a 2,5 μm ( x = 1,85 a 2,11; DP= 0,10 a 0,34; EP=0,03 a 

0,11), que pode ser verificado na Tabela 3. Apesar dos isolados de Lasiodiplodia spp. 

apresentarem dimensões de conídios distintas, todos inicialmente apresentaram-se 

hialinos e não septados, ovoides, paredes duplas, delgadas (Figura 5C), e, 

posteriormente, apresentaram conídios com duas células, com 1-septo mais escuro 

que o restante da célula. Os conídios exibiram coloração marrom, com estrias 

longitudinais e formato elipsoidal a ovoide conforme, apresentado na Figura 5D-E.   
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As características morfológicas encontradas nos isolados desse estudo são 

semelhantes àquelas descritas por outros autores que realizaram trabalhos com 

Lasiodiplodia spp. (BURGUESS et al., 2005; ALVES et al., 2008; SLIPPERS et al., 

2009). Nenhum dos isolados analisados apresentou conídios globosos ou piriformes, 

indicando ausência do sinamorfo Dichomera e ausência de conídios fusiformes 

típicos do anamorfo Fusicoccum (CROUS et al., 2006; PHILLIPS et al., 2013). 
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Figura 5. Colônias de isolados de Lasiodiplodia spp., verso da colônia (A) e reverso 

da colônia (B), conídios na forma jovem (C), conídios maduros (D, E) e 

picnídio (F)

B 

 

A 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 
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Tabela 3 - Características morfológicas de colônias e conídios de isolados de Lasiodiplodia spp. 

 

Isolado 

 

Comprimento 

 

Largura 

 

Razão 

L/W 

 

Número 

de 

células 

 

Cor 

das 

células 

 

Forma do 

conídio 

 

Cor/ 

verso 

 

Cor / 

reverso 

 

Diâmetro  

 

Forma do 

micélio 

AR4 P1 5 22,62-29,89 

( x =25,53; 

DP=2,15; 

EP=0,68) 

 

10,22-14,23 

( x =12,18; 

DP=1,16; 

EP=0,37) 

1,72-2,56 

( x =2,11 

DP=0,24; 

EP=0,08) 

 

 

2 

 

 

Marrom  

 

 

Elipsoidal, 

ovoide 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Maior que 7,0 cm 

 

 

Aéreo 

na 

superfície 

AR4 P2 3 19,83-29,47 

( x =23,89; 

DP=3,05; 

EP=0,96) 

 

11,52-14,24 

( x =12,93; 

DP=0,88 

EP=0,28) 

1,72-2,56 

( x =1,86 

DP=0,34 

EP=0,11) 

 

 

2 

 

 

Marrom  

 

 

Elipsoidal, 

ovoide 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Maior que 7,0 cm 

 

 

Aéreo na 

superfície 

AR2 P2 8 23,46-26,30; 

( x =25,08; 

DP=0,98 

EP=0,31) 

 

11,58-13,17 

( x =12,33; 

DP=0,49; 

EP=0,15) 

1,90-2,21 

( x =2,04 

DP=0,10; 

EP=0,04) 

 

 

2 

 

 

Marrom  

 

 

Elipsoidal, 

ovoide 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Maior que 7,0 cm 

 

 

Aéreo na 

superfície 

AR3 P1 3 22,27-27,36 

( x =24,47; 

DP=1,73; 

EP=0,55) 

10,27-13,71 

( x =12,47; 

DP=1,12; 

EP=0,35) 

 

1,65-2,31 

( x =2,00; 

DP=0,26; 

EP=0,08) 

 

 

2 

 

 

Marrom  

 

 

Elipsoidal, 

ovoide 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Cinza a 

preta 

 

 

Maior que 7,0 cm 

 

 

Aéreo na 

superfície 

AR3 P2 1 20,15-27,03 

( x =23,88 

DP=2,12; 

EP=0,67) 

11,88-14,06 

( x =12,91; 

DP=0,67 

EP=0,21) 

1,68-2,01 

( x =1,85; 

DP=0,10 

EP=0,03) 

 

 

2 

 

Marrom  

 

Elipsoidal, 

ovoide 

 

Cinza a 

preta 

 

Cinza a 

preta 

 

Maior que 7,0 cm 

 

Aéreo na 

superfície 

Número de conídios mensurados (n) =10. Onde: L/W = Razão comprimento/largura; x = média; DP= desvio padrão e EP= erro padrão da 

média; Cor/verso= cor da colônia no verso; Cor/reverso= cor da colônia no reverso; Diâmetro= diâmetro da colônia após 7 dias. 
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A partir da análise de agrupamento com características morfológicas e 

culturais usualmente utilizadas para identificação de espécies, obteve-se um 

dendrograma que mostrou a proximidade dos isolados de eucalipto a uma espécie, 

sem, contudo, apresentar similaridade de 100%, Figura 6. 

Três dendrogramas foram gerados com as informações de gêneros 

pertencentes à família Botryosphaeriaceae: Pseudofusicoccum, Neofusicoccum e 

Lasiodiplodia e do anamorfo Fusicoccum aesculi Corda (teleomorfo=Botryosphaeria 

dothidea. O primeiro dendrograma (Figura 6) continha os três primeiros gêneros, o 

segundo, (Apêndice A), contou com as informações do anamorfo Fusicoccum 

aesculi e o terceiro (Figura 7), contou com as informações do gênero Lasiodiplodia. 

O primeiro e o terceiro dendrogramas mostraram-se mais coerentes com os dados 

observados neste estudo, pois o primeiro agrupou os isolados de eucalipto no gênero 

Lasiodiplodia e, ambos agruparam estes isolados mais próximos de Lasiodiplodia 

citricola. Nenhum dos isolados do eucalipto apresentou 100% de similaridade com 

alguma das espécies de Lasiodiplodia incluídas na análise. Verificou-se que todos os 

isolados deste estudo formaram um mesmo grupo, com definição nos dendrogramas 

1 e 3, onde o isolado AR4P23 foi separado do grupo que continha os outros isolados, 

os quais apresentaram 100% de similaridade entre si. Os dendrogramas 1 e 3 

mostraram que os isolados AR2P28, AR3P13, AR3P21 e AR4P15 apresentaram 

distância fenotípica zero, podendo pertencer à mesma espécie. O isolado AR4P23 

ficou separado dos demais espécimes na análise morfológica e pode pertencer a uma 

outra espécie que os demais. Os dendrogramas 1 e 3 foram os que melhor 

representaram as observações realizadas e a classificação dos isolados como 

Lasiodiplodia spp., devido à inclusão dos gêneros Neofusicoccum e 

Pseudofusicoccum na análise. O dendrograma 3 reforçou a proximidade dos isolados 

do eucalipto com a espécie Lasiodiplodia citricola, conforme obtido no dendrograma 

1. O dendrograma 2 não mostrou coerência com as observações feitas, indicando que 

a inclusão do anamorfo de Botryosphaeria dothidea na planilha de análise induziu à 

conclusão errônea na classificação dos isolados do eucalipto obtidos neste estudo. 

Chen et al., (2015) relataram que a identificação clara das espécies de 

Lasiodiplodia, isoladas em seu estudo, não pôde ser alcançada apenas usando 

características morfológicas como conídios e morfologia da cultura dos isolados e 

que foi observada sobreposição significativa dos principais caracteres morfológicos 

entre as espécies de Lasiodiplodia, e o tamanho dos conídios das espécies de 
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Lasiodiplodia variou significativamente, assim como se observou no presente estudo. 

Além disso, essa ocorrência é semelhante a resultados verificados em vários estudos 

anteriores (PHILLIPS et al. 2013; CHEN et al. 2014a-b; SLIPPERS et al. 2014). 

Chen et al., (2015) destacam ainda que diante das inconsistências encontradas com a 

utilização de características morfológicas e culturais, a utilização de análises das 

sequências de DNA dos patógenos isolados e a comparação dessas sequências com 

outras sequências de cepas conhecidas de Lasiodiplodia são necessárias para 

fornecer meios definitivos para a identificação taxonômica das espécies. 
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Figura 6. Dendrograma da distância fenotípica dos isolados de Lasiodiplodia spp. de eucalipto 

obtida neste estudo, com espécies conhecidas nos gêneros Lasiodiplodia, 

Neofusicoccum e Pseudofusicoccum. 
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Figura 7. Dendrograma da distância fenotípica dos isolados de Lasiodiplodia spp. de 

eucalipto obtida neste estudo, com espécies conhecidas no gênero 

Lasiodiplodia. 
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4.1.2 Caracterização morfológica dos isolados de Pestalotiopsis spp.  

 

 Os isolados do grupo Pestalotiopsis foram caracterizados com base na 

morfologia do conídio e características das colônias. Todos tiveram conídios com 

cinco células, das quais as células apical e basal eram hialinas e as três células 

medianas variaram de esbranquiçada a amarelo pálido em diferentes tonalidades 

(Figura 8C-D). Os caracteres morfológicos dos conídios avaliados (Tabela 4) 

mostraram variação entre os isolados de 16-38 µm no comprimento do conídio ( x = 

18,64 a 22,17; DP= 1,33 a 4,72; EP=0,24 a 0,86) e 2-9 µm na largura ( x = 5,03 a 

6,88; DP= 0,46 a 1,30; EP=0,08 a 0,24).  A célula apical dos conídios apresentou-se 

numa faixa de 2-6 µm ( x =3,40 a 4,16; DP= 0,63 a 0,78; EP=0,11 a 0,14) e célula 

basal de 2-6 µm ( x = 3,06 a 4,05; DP= 0,46 a 0,81; EP=0,08 a 0,15).  As três células 

medianas variaram de 10-18 µm de comprimento ( x =11,73 a 14,44; DP= 0,89 a 

1,68; EP= 0,16 a 0,31), a célula 2 apresentou comprimento de 2-8 µm ( x = 3,79 a 

5,17; DP=0,48 a 0,88; EP= 0,09 a 0,16), a célula 3 de 3-7 µm ( x = 3,89 a 5,18; DP= 

0,55 a 0,89; EP= 0,07 a 0,16) e a célula 4 de 2-7 µm ( x = 4,04 a 5,08; DP= 0,44 a 

0,85 ; EP=0,07 a 0,16). Os apêndices variaram de 2 a 3 (raramente 4) em quase todos 

os isolados. Os apêndices apical e basal também apresentaram oscilações no 

comprimento para cada isolado. Os apêndices apicais variaram de 3-35 µm ( x = 

11,89 a 20,62; DP=2,38 a 6,87; EP= 0,51 a 1,25) e os apêndices basais de 2-9 µm (

x = 3,94 a 5,33; DP= 1,04 a 1,71; EP=0,19 a 0,31). 

Maharachchikumbura et al. (2011) enfatizaram que as características dos 

conídios são de extrema importância na diferenciação de isolados, uma vez que já 

foram citadas em estudos anteriores, inclusive na diferenciação de gêneros e 

espécies. O número de células dos conídios de Pestalotiopsis spp. já foi mencionado 

como variável na diferenciação, até mesmo entre gêneros muito semelhantes como é 

o caso do gênero Pestalotia, que teria seis células, enquanto Pestalotiopsis teria 

cinco células, sendo esta, portanto, uma característica-chave para a diferenciação de 

ambos os gêneros. Entretanto, o número de células ainda não pode ser o único 

parâmetro para diferenciação, uma vez que Guba em seu trabalho de caracterização 

(1961 apud MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2011) separou o gênero Pestalotia 
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em seções, baseados no número de células do conídio, o qual pode conter quatro, 

cinco ou seis células.  

Estudos com base em características morfológicas indicaram que as 

diferenças de pigmentação de células medianas apresentaram importância 

taxonômica (GRIFFITHS; SWART, 1974). Esses resultados são compatíveis com 

estudos de análises do rDNA, pois percebeu-se que a pigmentação das células 

medianas parecia ser um importante marcador filogenético para a delimitação das 

espécies dentro do gênero Pestalotiopsis, uma vez que espécies com células 

medianas versicolores (diferentes tonalidades) eram diferentes das que apresentavam  

células medianas concolores (mesma tonalidade). Este autor concluiu que as espécies 

com células medianas versicolores parecem ter evoluído das espécies com células 

concolores (JEEWON et al., 2003). 

As características das colônias de Pestalotiopsis também foram avaliadas. As 

colônias dos isolados de Pestalotiopsis foram muito semelhantes, caracterizando-se 

por um micélio esbranquiçado no verso, com o centro coberto por pontuações 

líquidas e negras, que representam a esporulação intensa do fungo e reverso de 

coloração esbranquiçada a amarelo pálido e diâmetro da colônia após 7 dias superior 

a 7 cm (Tabela 4, Figura 8A-B). Também foi observado nas lâminas preparadas a 

presença de picnídios (Figura 8E) de coloração marrom escuro a preto, até 100 μm 

de diâmetro. Todavia, essas características relacionadas não são usualmente 

utilizadas, como é o caso do gênero Lasiodiplodia. No gênero Pestalotiopsis, a 

morfologia de conídios é a mais utilizada para caráter taxonômico, onde a maioria 

das espécies é dividida em diferentes grupos, com base no comprimento e largura 

desses esporos, que também são bons marcadores taxonômicos para o gênero (HU et 

al., 2007). 
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Figura 8. Colônias de isolados de Pestalotiopsis spp., verso da colônia (A), reverso 

da colônia (B), conídios (C, D) e picnídio (E). 
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 Tabela 4 - Características morfológicas de conídios de isolados de Pestalotiopsis spp.  

Isolado 

 

AA AB NC 

 

Comprimento 

total 

Largura 

Total 

Comprimento 

da célula apical 

Comprimento 

da célula 2 

Comprimento 

da célula 3 

Comprimento 

da célula 4 

Comprimento 

da célula basal 

AR1 P1 7 2-4 1 5 16,61-24,94 

( x =20,41; 

DP=2,14 

EP=0,39) 

 

2,40-9,15 

( x =6,71 

DP= 1,30 

EP=0,24) 

 

2,24-4,52 

( x =3,41 

DP=0,71 

EP=0,13) 

 
 

2,22-5,9 

( x =4,13 

DP=0,88 

EP=0,16) 

 

3,32-6,66 

( x =4,61 

DP=0,89 

EP=0,16) 

 

3,22-6,39 

( x =4,5 

DP=0,85 

EP=0,16) 

 

2,10-4,30 

( x =3,25 

DP=0,54 

EP=0,10) 

 

AR1 P2 2 2-3 1 5 14,57-37,95 

( x =22,14; 

DP=4,72; 

EP= 0,86) 

 

4,86-8,82 

( x =5,68; 

DP=0,50; 

EP= 0,09) 

 

2,43-5,33 

( x =3,84; 

DP=0,68; 

EP=0,12) 

 

4,13-7,43 

( x =5,17; 

DP=0,69; 

EP=0,13) 

 

3,25-5,73 

( x =4,37; 

DP=0,58; 

EP=0,11) 

 

3,72-6,01 

( x =4,64; 

DP=0,59 

EP=0,11) 

 

1,91-5,76 

( x =3,75; 

DP=0,77 

EP=0,14) 

 

AR2 P1 4 2-3 1 5 16,91-28,07 

( x =22,17; 

DP=2,79 

EP= 0,51) 

 

4,55-7,62 

( x =6,05; 

DP=0,74 

EP= 0,14) 

 

2,96-5,43 

( x =3,90; 

DP=0,66 

EP=0,12) 

 

3,31-5,08 

( x =4,93; 

DP=0,61 

EP= 0,11) 

 

3,25-6,01 

( x =4,63; 

DP=0,64 

EP=0,12) 

 

3,25-6,49 

( x =4,89; 

DP=0,61 

EP=0,11) 

 

2,42-5,52 

( x =3,82; 

DP=0,76; 

EP=0,14) 

AR3 P1 5 2-3 1 5 16,28-25,69 

( x =20,15; 

DP=2,12; 

EP=0,39) 

4,40-6,13 

( x =5,26; 

DP=0,50 

EP=0,09) 

 

2,49-4,51 

( x =3,80; 

DP=0,63 

EP=0,12) 

 

3,48=5,93 

( x =4,26; 

DP=0,56 

EP=0,10) 

 

3,48-6,12 

( x =4,52; 

DP=0,55 

EP=0,10) 

 

3,35-5,75 

( x =4,43; 

DP=0,55 

EP= 0,09) 

 

2,09-4,555 

( x =3,45; 

DP=0,73 

EP=0,13) 

 

AR3 P2 5 2-3 1 5 18,82-25,38 

( x =21,12; 

DP=1,58 

EP=0,29) 

 

4,13-5,88 

( x =5,03; 

DP=0,46 

EP=0,08) 

 

2,34-5,09 

( x =3,81; 

DP=0,69 

EP= 0,13) 

 

3,32-5,80 

( x =4,38; 

DP=0,57 

EP=0,10) 

 

3,22-5,51 

( x =4,38; 

DP=0,56 

EP= 0,10) 

 

3,76-5,33 

( x =4,51; 

DP= 0,42 

EP=0,08) 

 

2,21-5,37 

( x =3,30; 

DP=0,75 

EP= 0,14) 

 

AR2 P2 9 2-3 1 5 15,66-22,10 

( x =18,64; 

DP=1,33 

EP=0,24) 

 

3,52-6,61 

( x =4,77; 

DP=0,68 

EP= 0,12) 

 

2,89-5,55 

( x =3,85; 

DP=0,63 

EP=0,11) 

 

2,70-4,57 

( x =3,79; 

DP=0,48 

EP=0,09) 

 

2,88-4,70 

( x =3,89; 

DP=0,38 

EP= 0,07) 

 

3,19-4,95 

( x =4,04; 

DP=0,44 

EP=0,08) 

 

1,76-4,55 

( x =3,06; 

DP=0,46 

EP=0,08) 
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AR4 P1 9 2-3 1 5 16,09-25,87 

( x =22,19; 

DP=2,42 

EP=0,45) 

 

5,83-8,24 

( x =6,88; 

DP=0,71 

EP= 0,13) 

 

2,59-5,60 

( x =4,16; 

DP=0,70 

EP= 0,13) 

 

3,57-6,41 

( x =4,78; 

DP=0,68 

EP=0,12) 

 

3,82-6,11 

( x =5,15; 

DP=0,67 

EP= 0,12) 

 

3,79-6,64 

( x =5,07; 

DP= 0,71 

EP=0,13) 

 

2,12-5,34 

( x =3,81; 

DP=0,81 

EP= 0,15) 

 

AR4 P2 1  2-3 1 5 17,25-24,87 

( x =21,86; 

DP=1,71 

EP=0,31) 

 

5,05-7,23 

( x =6,03; 

DP=0,60 

EP=0,11) 

 

1,87-5,20 

( x =3,92; 

DP=0,78 

EP= 0,14) 

 

3,65-6,33 

( x =4,81; 

DP=0,60 

EP=0,11) 

 

3,97-6,30 

( x =5,18; 

DP=0,55 

EP=0,10) 

 

3,79-6,17 

( x =5,08; 

DP= 0,53 

EP=0,10) 

 

2,10-5,18 

( x =4,05; 

DP=0,69 

EP=0,13) 

 

Número de conídios mensurados (n) =30. Onde: AA (apêndice apical); AB (Apêndice basal); NC (Número de células do conídio); x = 

média; DP= desvio padrão e EP= erro padrão da média. 

Tabela 4 – Continuação: Características morfológicas de conídios de isolados de Pestalotiopsis spp. 

 

Isolado 

 

Comprimento 

das células 

medianas 

 

Comprimento 

do AA 

 

Comprimento 

do AB 

 

Cor das 

células 

 

Forma 

do 

conídio 

 

Cor/verso 

 

Cor/reverso 

 

Diâmetro  

 

Forma do 

micélio 

 

AR1 P1 7 

 

10,72-17,73 

( x =13,76; 

DP=1,68; 

EP=0,31) 

 

8,11-35,27 

( x =17,80; 

DP=5,27; 

EP=0,96) 

 

2,64-9,39 

( x =5,33; 

DP=1,71; 

EP=0,31) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a          

elipsóide 

     

    

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

 

Aéreo na 

superfície 

 

AR1 P2 2 

 

11,41-17,14 

( x =13,99; 

DP=1,41; 

EP=0,26) 

 

3,97-25,29 

( x =14,27; 

DP=4,03; 

EP=0,74) 

 

2,12-6,41 

( x =4,81; 

DP=1,17; 

EP=0,21) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

 

Aéreo na 

superfície 
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Número de conídios mensurados (n) =30. Onde: x = média; DP= desvio padrão; EP= erro padrão da média; Cor/verso= cor da colônia no 

verso; Cor/reverso= cor da colônia no reverso; Diâmetro: diâmetro da colônia após 7 dias.

 

AR2 P1 4 

 

11,53-17,11 

( x =14,44; 

DP=1,39 

EP=0,25) 

 

2,87-33,88 

( x =15,55; 

DP=6,87; 

EP=1,25) 

 

2,45-8,05 

( x =4,52; 

DP=1,57; 

EP=0,29) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

 

Aéreo na 

superfície 

 

 

 

 

AR3 P1 5 

 

11,20-16,68 

( x =12,89; 

DP=1,28; 

EP=0,23) 

 

8,19-16,37 

( x =12,24; 

DP=2,38 

EP=0,43) 

 

2,53-6,81 

( x =4,91; 

DP=1,05; 

EP=0,19) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

Aéreo na 

superfície 

 

 

 

AR3 P2 5 

 

10,79-14,37 

( x =12,79; 

DP=1,11; 

EP=0,20) 

 

6,79-16,61 

( x =11,89; 

DP=2,84 

EP=0,52) 

 

2,27-5,93 

( x =3,94; 

DP= 1,05 

EP=0,19) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

Aéreo na 

superfície 

 

AR2 P2 9 

 

10,21-14,07 

( x =11,73; 

DP=0,89; 

EP=0,16) 

 

5,80-18,97 

( x =12,77; 

DP=3,25 

EP=0,59) 

 

2.03-8,91 

( x =4,65; 

DP=1,48; 

EP=0,27) 

 

Versicolor  

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

Aéreo na 

superfície 

 

AR4 P1 9 

 

9,97-17,51 

( x =14,22; 

DP=1,59; 

EP=0,29) 

 

3,69-30,04 

( x =20,62; 

DP=5,87; 

EP=1,07) 

 

2,65-6,64 

( x =4,82; 

DP= 1,04; 

EP=0,19) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

Aéreo na 

superfície 

 

AR4 P2 1 

 

11,47-15,37 

( x =13,89; 

DP= 0,99; 

EP=0,18) 

 

7,44-18,69 

( x =12,51; 

DP= 2,81; 

EP=0,51) 

 

2,53-7,43 

( x =4,73; 

DP= 1,07; 

EP=0,20) 

 

Versicolor 

 

Fusóide a 

 elipsóide 

 

Esbranquiçada 

 

Esbranquiçada 

a amarelo 

pálido 

 

Maior que 7,0 

cm 

Aéreo na 

superfície 
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Na Figura 9 apresenta-se o dendrograma gerado com espécies de 

Pestalotiopsis e Neopestalotiopsis. Com base no dendrograma, pode-se inferir que os 

isolados caracterizados neste estudo não foram agrupados a nenhuma das espécies, 

sendo possível concluir que os isolados possuíam maior semelhança com espécies de 

Pestalotiopsis, pelo fato de terem se agrupado ao mesmo grupo deste gênero e 

apresentado maior distância de Neopestalotiopsis. Além disso, nenhum dos isolados 

ficou unido ao mesmo ramo, sendo, portanto, bastante semelhantes, a ponto de ser 

considerada a mesma espécie. No entanto, observou-se que os isolados formaram um 

grupo separado das demais espécies inseridas, o que revelou que eles 

compartilhavam de características bastante parecidas. 

Fungaro (2000) destaca que a caracterização morfológica de fungos é 

extremamente importante, no entanto é bastante limitada, devido ao baixo número de 

características possíveis de serem analisadas e, aliado a isso, se tem que as 

características são muito sensíveis a mudanças de ambiente e diferente condição de 

composição do meio utilizado, das condições de incubação e das variações 

intrínsecas ao patógeno que podem gerar alterações até mesmo entre espécies 

(PERES et al., 2003). Hu et al. (2007) afirmaram que resultados de estudos mais 

recentes mostraram que a caracterização morfológica realizada por Steyaert (1949) e 

Guba (1961) eram problemáticas, quando comparados com dados de sequência de 

DNA. 

A identificação adequada em nível de espécie é problemática devido a 

caracteres morfológicos inadequados e também porque muitas espécies foram 

nomeadas com base no hospedeiro. A identificação de espécies de Pestalotiopsis foi 

baseada principalmente no grau de pigmentação das células medianas, morfologia do 

apêndice apical, comprimento do apêndice apical e basal (comprimento e largura dos 

esporos) (STEYAERT, 1949; JEEWON et al., 2003). 

Hu et al. (2007) revelaram em seu estudo haver tanta sobreposição nos 

caracteres morfológicos, que foi difícil atribuir um nome para cada cepa ou isolado. 

Por exemplo, diferença morfológica entre P. disseminata, P. neglecta e P. uvicola foi 

difícil, o que também se constatou para P. bicilia, P. lawsoniae, P. vismiae e P. 

carveri. Os autores indicaram que a designação dos nomes das espécies parece ter 

sido baseada em opiniões acerca da sua diferenciação. Ao lidar com um maior 
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número de amostras, especialmente àquelas que possuem faixas semelhantes de 

comprimento e largura dos conídios, comprimento do apêndice e tipo de 

pigmentação é muito difícil a separação em nível de espécies. Os autores afirmaram 

que até mesmo as análises moleculares geradas a partir de dois genes pareciam não 

ser tão confiáveis para justificar se grupos de espécies ou subgrupos na seção 

concolor são válidos ou não, portanto é bastante possível que muitas espécies, dentro 

de um grupo, constituem uma espécie. Se for esse o caso, não há dúvida de que o 

número de espécies de Pestalotiopsis descritas atualmente, que ultrapassa 200, com 

base em pequenas diferenças morfológicas, seja superestimado. 
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 Figura 9. Dendrograma apresentando a distância dos isolados de Pestalotiopsis spp. 

deste estudo, com espécies conhecidas. 
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4.1.3 Caracterização morfológica dos isolados de Coniella spp. 

 

Na Figura 10 estão apresentados os isolados que foram identificados como 

Coniella spp. Esse gênero particularmente foi encontrado nas áreas de estudo III e 

IV, locais onde os plantios foram estabelecidos em sistema silvipastoril. Os isolados 

caracterizaram-se por apresentar conídios com uma única célula de coloração hialina 

quando jovem e que se tornou marrom clara a esverdeada quando madura. O formato 

dos conídios é bastante irregular, apresentando-se na forma naviculada, elipsoidal a 

oval (Figura 10 C-D). O comprimento variou de 5-10 µm ( x =6,60 a 7,79; DP= 0,54 

a 0,74; EP=0,10 a 0,12), a largura de 4-8 µm ( x =5,79 a 6,98; DP= 0,60 a 0,75; EP= 

0,01 a 0,02) e razão L/W de 1,00-1,40 µm ( x =1,12 a 1,16; DP= 0,01 a 0,06; EP= 

0,01 a 0,02) que são apresentadas na Tabela 5. As colônias apresentaram coloração 

de esverdeada a preta no verso e reverso, com diâmetro, aos sete dias, menor que sete 

cm e forma do micélio esparsa (Tabela 5, Figura 10A-B). 

Diante dos resultados de caracterização, os isolados foram identificados como 

Coniella spp. Alvarez et al. (2016) enfatizaram que os gêneros Coniella, Pilidiella e 

Schizoparme (teleomorfo) têm gerado certos questionamentos em vários estudos 

abordados nos últimos anos sobre se Coniella deveria ser separado de Pilidiella com 

sua forma sexual Schizoparme ou ser considerado como um gênero único, com 

Coniella tendo prioridade. Von Arx (1981) e Wijayawardene et al. (2016) separaram 

o gênero Pilidiella de Coniella com base na pigmentação dos conídios, pois 

Pilidiella apresentava-se com coloração hialina a marrom pálido, enquanto Coniella 

apresentava conídios marrons escuros. Castlebury et al. (2002) demonstraram uma 

separação distinta de Coniella de Pilidiella e sua forma sexual de Schizoparme, com 

base em sequências de rDNA. Van Niekerk et al. (2004) confirmaram ainda a 

separação de Pilidiella e Coniella através de dados de sequência de ITS, TEF1 e 

LSU. Entretanto, Sutton (1980) e Nag Raj (1993) não consideraram a diferença na 

pigmentação de conídios suficiente para que os dois gêneros fossem separados, o que 

os levaram a considerar Pilidiella como sinônimo de Coniella.  
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Figura 10. Colônias de isolados de Coniella spp., verso da colônia (A), reverso da 

colônia (B), conídios (C, D) e conidiomata (E). 

A 
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Tabela 5 - Características morfológicas de conídios de isolados de Coniella spp. 

 

Isolado 

 

Comprimento 

 

Largura 

 

Razão 

L/W 

 

Nº de 

celulas 

 

Cor das 

células 

 

Forma do 

conídio 

 

Cor/ 

verso 

 

Cor/ 

reverso 

 

Diâmetro  

 

Forma do 

micélio 

AR3P1 10 6,22-8,33 

( x =7,24; 

DP=0,54; 

EP=0,10) 

5,19-7,45 

( x =6,31; 

DP=0,61; 

EP=0,11) 

1,11-1,20 

( x =1,15; 

DP=0,04 

EP=0,01) 

 

1 

Marrom 

claro a 

esverdeado 

Naviculado, 

elipsoidal, 

oval 

Esverdeada 

a preta 

Esverdeada 

a preta 

Menor que 

7,0 cm 

Esparso 

AR2P2 8 6,15-9,20 

( x =7,79; 

DP=0,74; 

EP=0,13) 

5,35-8,27 

( x =6,98; 

DP=0,63; 

EP=0,12) 

1,08-1,15 

( x =1,12; 

DP=0,02 

EP=0,01) 

 

1 

Marrom 

claro a 

esverdeado 

Naviculado, 

elipsoidal, 

oval 

Esverdeada 

a preta 

Esverdeada 

a preta 

Menor que 

7,0 cm 

Esparso 

AR4P2 9 6,36-9,35 

( x =7,54; 

DP=0,66; 

EP=0,12) 

5,46-7,55 

( x =6,50; 

DP=0,60; 

EP=0,11) 

1,11-1,24 

( x =1,16; 

DP=0,02; 

EP=0,1) 

 

1 

Marrom 

claro a 

esverdeado 

Naviculado, 

elipsoidal, 

oval 

Esverdeada 

a preta 

Esverdeada 

a preta 

Menor que 

7,0 cm 

Esparso 

AR4P2 4 5,40-7,6 

( x =6,60; 

DP=0,58; 

EP=0,11) 

4,02-7,11 

( x =5,79; 

DP=0,75 

EP=0,14) 

1,07-1,34 

( x =1,15; 

DP=0,06 

EP=0,01) 

 

1 

Marrom 

claro a 

esverdeado 

Naviculado, 

elipsoidal, 

oval 

Esverdeada 

a preta 

Esverdeada 

a preta 

Menor que 

7,0 cm 

Esparso 

Número de conídios mensurados (n) =30. Onde: R/W = Razão comprimento/largura; x = média; DP= desvio padrão; EP= erro padrão da 

média; Cor/verso= cor da colônia no verso; Cor/reverso= cor da colônia no reverso; Diâmetro: diâmetro da colônia após 7 dias. 
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Na Figura 11 apresenta-se o dendrograma também gerado para este gênero. A 

tabela utilizada para essa elaboração foi confeccionada com os gêneros Harknessia, 

Pilidiella e Coniella. Com base no resultado do agrupamento, assim como para os 

gêneros anteriores, os isolados deste estudo não se agruparam em nível de espécie 

com nenhuma das espécies de Pilidiella previamente definidas, entretanto, 

apresentaram menores distâncias das espécies de Pilidiella do que Coniella. Através 

desses resultados, percebe-se que as características morfológicas, apesar de 

extremamente importantes para caracterização, quando tratadas em nível de espécies, 

são de difícil utilização para separá-las. Alvarez et al. (2016) em seu trabalho 

relataram a dificuldade de um consenso em relação ao gênero sobre Pilidiella e 

Coniella serem ou não sinônimos, mesmo com dados moleculares e resolveram, 

apesar das descrições morfológicas detalhadas para todas as espécies conhecidos da 

cultura, não incluir uma chave morfológica em seu artigo, por acreditarem que exista 

um complexo de espécies, o que significa que futuras espécies de Coniella devam ser 

identificadas com base na morfologia combinada com dados de sequência de DNA.  

Neste estudo, os isolados de Coniella spp. não foram caracterizados em nível 

molecular, por dificuldade na extração de DNA com o protocolo utilizado para os 

gêneros Pestalotiopsis spp. e Lasiodiplodia spp. ou mesmo com a adaptação do 

protocolo para este gênero, utilizando cultura sob agitação em meio BDA, ficando, 

portanto, sua caracterização restrita aos dados de morfologia de conídios e colônias. 
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Figura 11. Dendrograma apresentando a distância fenotípica dos isolados de Coniella 

spp. deste estudo, com espécies conhecidas de Harknessia, Pilidiella e 

Coniella. 
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4.2 Análise filogenética 

 

A Figura 12 mostra as bandas de DNA em gel de Agarose, após a realização 

da PCR para os isolados AR1P22, AR4P15 e AR2P28 com os primers ITS 1 e ITS 4; 

ITS 4 e ITS 5; EF1-688F e EF1-986; e Btub-R e Btub-F. Verificou-se que para os 3 

primeiros primers a condição de PCR foi satisfatória, pois não houve a formação de 

bandas inespecíficas, entretanto para TUBB a condição não foi adequada, o que pôde 

ser verificado pela grande quantidade de bandas inespecíficas. Por conta disso, o 

sequenciamento dos isolados foi realizado com os primers das sequências ITS e EF1. 

 

Figura 12. Gel de Agarose após eletroforese com produto da PCR, onde se visualizou 

a qualidade do DNA obtido com os primers ITS 1 e ITS 4 (A), ITS 4 e 

ITS 5 (B), EF1-688F e EF1-986R (C) e Btub-R e Btub-F (D). 

4.2.1 Análise filogenética de Lasiodiplodia spp. 

A análise filogenética das sequências do gene TEF1 e ITS foi empregada 

separadamente para a identificação de dois dos isolados identificados 

morfologicamente como Lasiodiplodia spp. e dos quais foi possível extrair uma 

quantidade de DNA suficiente para a PCR e o sequenciamento. Assim sendo, foram 

sequenciados para este gênero dois isolados nomeados como: AR4P15 e AR2P28. 

Foram inseridas na análise filogenética 24 espécies com sequências de rDNA ITS e 

33 espécies com sequências de TEF1. As sequências TEF1 obtidas pela PCR foram 

A 

 

C 

 

B 

 

D 
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cerca de 250 pb de tamanho, enquanto as sequências de rDNA ITS tinham cerca de 

490 pb. Pelas sequências obtidas de ITS, o isolado AR4P15 agrupou-se em um clado 

bem definido com Lasiodiplodia citricola (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR4P15 por meio de 

inferência bayesiana de sequências ITS, utilizando espécies de 

Botryosphaeria e Lasiodiplodia e Mycosphaerella africana como grupo 

externo. 

No segundo filograma gerado para o isolado AR4P15 com sequências de 

TEF1 (Figura 14), o isolado não dividiu o mesmo ramo como ocorreu com as 

sequências de ITS, porém ficou no mesmo grupo que Lasiodiplodia citricola e 

também foi a espécie da qual apresentou menor distância. Foi possível verificar ainda 

que este isolado dividiu um clado composto de duas espécies: L. citricola e L. parva.

0.09 0.09 
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Figura 14. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR4P15 por meio de 

inferência bayesiana de sequências TEF1 utilizando espécies de Botryosphaeria e 

Lasiodiplodia e Mycosphaerella africana como grupo externo.  

 O isolado AR2P28 (Figura 15) apesar de não ter agrupado de forma definida, 

a nenhuma espécie isolada, apresentou pequena distância de Botryosphaeria rhodina, 

Lasiodiplodia citricola, L. gilanensis e L. hormozganensis. (ABDOLLAHZADEH et 

al., 2010) identificaram 4 novas espécies de Lasiodiplodia dentre elas Lasiodiplodia 

citricola, e relataram que até então o seu teleomorfo era desconhecido. De acordo 

com o filograma apresentado, o isolado AR2P28 apresentou maior proximidade de 

Botryosphaeria rhodina sinonímia de Lasiodiplodia theobromae.  

0.3 
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Figura 15. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR2P28 por meio de 

inferência bayesiana de sequências ITS utilizando espécies de 

Botryosphaeria e Lasiodiplodia e Mycosphaerella africana como grupo 

externo. 

A partir da análise filogenética o isolado AR2P28 apresentado na Figura 16, 

com sequências de TEF1, foi identificado com B. rhodina, pois dividiu o mesmo 

ramo com o isolado desta espécie. B. rhodina tem como sinonímia, L. theobromae. 

Através da análise Bayesiana para este isolado tanto com o gene ITS como TEF1, 

verificou-se que este parece fazer parte do complexo L. theobromae. 
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Figura 16. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR2P28 por meio de 

inferência bayesiana de sequências TEF1 utilizando espécies de 

Botryosphaeria e Lasiodiplodia e Mycosphaerella africana como grupo 

externo. 
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Abdollahzadeh et al. (2010) destacaram que a filogenética tem desempenhado 

um papel expressivo para diferenciar espécies do gênero Lasiodiplodia. Pavlic et al. 

(2004) usaram dados da sequência ITS para distinguir L. gonubiensis de L. 

theobromae. Burgess et al. (2006) descreveram três novas espécies de Lasiodiplodia 

e as separaram de L. theobromae através da utilização de sequências ITS.  

A inclusão de sequências de TEF1 na análise filogenética deu um forte apoio 

a essas espécies (BURGESS et al. 2006). Em um estudo de Botryosphaeriaceae 

Damm, Crous e Fourie (2007) descreveu L. plurivora como uma nova espécie. Esta 

espécie está intimamente relacionada com L. theobromae e as duas não puderam ser 

distinguidas com base nos dados da sequência ITS, entretanto com a utilização de 

dados de TEF1 estas espécies eram distintas.  

Alves et al. (2008) utilizaram ITS e TEF1 com dados morfológicos para 

caracterizar uma coleção de isolados originalmente identificados como L. 

theobromae. Dessa forma, eles mostraram que L. theobromae é um complexo de 

espécies ainda pouco conhecidas e descreveram L. pseudotheobromae e L. parva 

como novas. Abdollahzadeh et al. (2010) identificaram mais quatro espécies neste 

complexo e destacaram ainda que as atualmente reconhecidas no complexo 

Lasiodiplodia não podem ser diferenciadas apenas em suas sequências ITS, e a 

separação filogenética é efetiva com base em uma única região gênica, a TEF1. 

Abdollahzadeh et al. (2010) mostraram que três das quatro espécies descritas 

em seu estudo foram isoladas de galhos mortos de vários hospedeiros, mas não se 

sabe se eles são patógenos primários ou saprófitas. Enquanto L. citricola foi isolada 

de Citrus sp., não sendo possível dessa forma determinar qual o grau de 

especificidade do hospedeiro. De fato, as outras três novas espécies foram isoladas 

de vários hospedeiros diferentes, sugerindo uma natureza mais ampla de hospedeiros. 

Apesar de L. theobromae ter sido relatada em mais de 500 hospedeiros 

(PUNITHALINGAM, 1976), as faixas de espécies hospedeiras descritas nos últimos 

anos têm sido declaradamente restritas (PAVLIC et al. 2004; BURGESS et al. 2006; 

DAMM; CROUS; FOURIE, 2007). No entanto, não está claro se a gama estreita de 

hospedeiros das espécies descritas mais recentemente é mais um reflexo da 

amostragem do que uma representação real de hospedeiros.  
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4.2.2 Análise filogenética de Pestalotiopsis spp.  

 

A Figura 17 apresenta a árvore filogenética com as sequências de espécies de 

Pestalotiopsis e Neopestalotiopsis. A análise foi realizada com 45 espécies com 

sequências de ITS e 40 espécies com sequências TEF1. Para este gênero foi utilizado 

um isolado nomeado como, AR1P22, caracterizado morfologicamente como 

Pestalotiopsis spp. Quando comparado a espécies com sequências de ITS, este 

isolado não ficou agrupado em nível de espécie com nenhum dos taxa inseridos na 

análise, entretanto agrupou-se em um clado constituído por nove diferentes espécies, 

com menor distância de P. sydowiana e no mesmo grupo que as duas espécies de 

Neopestalotiopsis. Jeewon et al. (2003) utilizaram dados de sequência ITS para 

avaliar a significado filogenético dos caracteres morfológicos de Pestalotiopsis. Hu 

et al. (2007) apontaram que o gene TUBB, não apresentado neste estudo, resolveu 

melhor a filogenia de Pestalotiopsis do que o gene ITS. No entanto, Liu et al. 

(2010a) discordaram de Hu et al. (2007) sobre a região ITS como sendo menos 

informativa quando comparado à região da β-tubulina e afirmaram que a análise e o 

alinhamento, adequados da região ITS pode ser útil no agrupamento de 

Pestalotiopsis para diferentes tipos de pigmentação, os quais podem ser usados como 

carácter chave para a filogenia das espécies.  
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Figura 17. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR1P22 por meio de 

inferência bayesiana com sequencias ITS de Pestalotiopsis e 

Neopestalotiopsis e Dothistroma septosporum como grupo externo. 

O mesmo isolado ao ser analisado com sequências de TEF1 agrupou-se com 

Neopestalotiopsis surinamensis em um clado bem definido. Vale ressaltar que a 

identificação deste gênero não é fácil de ser realizada até mesmo com dados 
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moleculares. Diante de ambas as árvores geradas, não ficou definido se o isolado 

pertence à Pestalotiopsis ou Neopestalotiopsis (Figura 18). 

 

Figura 18. Árvore filogenética de agrupamento do isolado AR1P22 por meio de 

inferência bayesiana com sequencias TEF1 de Pestalotiopsis e 

Neopestalotiopsis e Dothistroma septosporum como grupo externo. 
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Apesar de ter sido utilizado para este gênero o gene TEF1, este parece não ser 

usualmente utilizado, pois Maharachchikumbura et al. (2014) afirmam que uma 

combinação do gene β-tubulina e de sequência de ITS originou a melhor resolução 

filogenética, por conta disso, sugeriram que pelo menos dois genes fossem usados 

para resolver a filogenia de espécies de Pestalotiopsis. Maharachchikumbura et al. 

(2012) testaram 10 regiões gênicas para resolver os limites entre espécies do gênero. 

Os autores compararam os dados morfológicos com dados de sequências de cada 

gene para estabelecer quais caracteres poderiam separar e ITS, TUBB e TEF 

provaram ser os melhores marcadores moleculares. Diante do que tem sido 

apresentado nos trabalhos, observa-se que o mais adequado é que os genes sejam 

utilizados de forma conjunta, para que se consiga elucidar de forma satisfatória a 

separação de espécies para este gênero. 

 

4.3 Avaliação espacial 

 

 As avaliações foram realizadas uma única vez em cada área de estudo, tendo 

em vista que o objetivo deste trabalho era compreender o padrão espacial da doença 

em campo. Assim sendo, encontrou-se um total de 657 plantas doentes na área I, 

sendo 163 na parcela 1 e 494 na parcela 2, com média de 329 plantas doentes para a 

área total. A área II, apresentou um total de 341 plantas doentes, 134 na parcela 1 e 

207 na parcela 2, com média de 171 plantas doentes. Na área III, contabilizou-se um 

total de 815 plantas doentes, 415 na parcela 1 e 400 na parcela 2, com média de 408 

plantas doentes e, na área IV, verificou-se um total de 871 plantas doentes, sendo 436 

na parcela 1 e 436 na parcela 2, com média de plantas doentes para a área de 436 

conforme a Tabela 6. 

A Figura 19 apresenta os mapas de distribuição de plantas doentes em cada 

área estudada, onde A, B, C e D representam as áreas I, II, III e IV respectivamente. 

Os mapas gerados evidenciaram que as áreas 3 e 4 apresentaram as maiores 

incidências da doença, seguida da área I e que a área II foi onde se verificou a menor 

incidência de plantas doentes. Com base nos resultados de plantas doentes em cada 

área e parcela avaliada, os resultados de incidência média de plantas doentes por área 

foram obtidos. Para a área I 65,50%, para a segunda área 34,20%, a área III uma 
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incidência média de 81,50% e a área IV apresentou o maior valor de incidência 

média da doença, 87,10% de plantas doentes encontradas conforme a Tabela 6. 

Tabela 6 - Incidência de cancros encontrada nas áreas I, II, III e IV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Local 

 

Data da avaliação Parcela Plantas doentes  Incidência (%) 

Área I 

 1 163  32,60 

09.05.2019 2 494  98,60 

 Média 329  65,60 

Área II 

 1 134  26,80 

 2 207  41,60 

16.05.2019 Média 171  34,20 

Área III 

 1 415  83,00 

 2 400  80,00 

04.06.2019 Média 408  81,50 

Área IV 

 1 436  87,20 

 2 435  87,00 

04.06.2019 Média 436  87,10 
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Figura 19. Mapas de incidência da doença nas quatro áreas avaliadas: Área I, (A), Área II, (B), Área III (C) e Área IV (D). 

A 

D C 
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4.3.1 Índice de dispersão (ID) 

 

A análise do índice de dispersão foi obtida por meio do 

agrupamento de dois tamanhos de quadrats, um de quatro plantas (2px2p) e o outro 

de seis plantas (3px2p), computando-se dentro de cada tamanho de quadrat o número 

de plantas doentes. Posteriormente realizaram-se os cálculos do ID (Tabela 7). 

Verificou-se o índice de dispersão médio para os quadrats 2x2 e 3x2 respectivamente 

de 1,83 e 2,13 para a área I, a área II exibiu valores de ID de 1,00 e 1,11, a área III 

valores de 1,55 e 2,10 e a área IV valores de 1,47 e 1,77. Os valores de índice de 

dispersão foram submetidos ao teste do χ² conforme a Tabela 7 e, quando o 

𝜒²calculado foi > 𝜒²tabelado, rejeitou-se a hipótese de padrão espacial aleatório e 

aceitou-se a hipótese de padrão espacial agregado. A hipótese nula foi a de que o 

padrão espacial observado era aleatório e a hipótese alternativa foi de padrão espacial 

agregado. Valores de ID significativamente iguais a 1,0 indicaram distribuição ao 

acaso de plantas sintomáticas numa determinada área avaliada. Por outro lado, 

valores de ID estatisticamente diferentes de 1,0 foram tomados como indicativos de 

agregação. 

 Segundo Campbell e Madden (1990) e Bergamin Filho et al. (2004), quando 

ID<1 indica padrão espacial regular, ID=1 padrão espacial aleatório ou ao acaso e 

ID>1 padrão espacial agregado. Neste estudo os valores de ID das áreas I, III e IV 

foram superiores a 1, o que indica que a doença apresenta um padrão espacial 

agregado nessas áreas, enquanto que a área II apresentou valores de ID bem 

próximos a 1  pelo teste do  χ², observa-se nessa área um padrão aleatório da doença. 

Essas hipóteses verificadas nas diferentes localidades corroboram com os mapas de 

incidência da doença (Figura 19), que representam as áreas de estudos, onde é 

possível verificar que há uma agregação de plantas doentes nas áreas I, III e IV, 

enquanto na área II as plantas doentes se distribuem de forma aleatória. 

Laranjeira et al. (2004) utilizaram o ID para estudos da dinâmica espacial da 

clorose variegada dos citros e, segundo os autores, não houve tendência clara para a 

maioria das avaliações pelo uso do ID, pois não foi observado um padrão que, 

biologicamente, fizesse sentido. Pelo uso do ID, é possível indicar se, em uma dada 

área ou em uma dada avaliação, as plantas doentes estariam agregadas ou não. 

Entretanto, neste estudo, onde foi realizada uma avaliação para entender como 
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ocorria a distribuição espacial e não temporal, o índice de dispersão (ID) empregado 

foi satisfatório para a descrição do padrão espacial da doença. 

Tabela 7 - Valores do índice de dispersão para dois tamanhos de quadrats nas quatro 

áreas avaliadas. 

Área     Incidência (%) 
 

ID   

 

  

 
     QUADRAT               QUADRAT 

 
         2x2              3x2    2x2 3x2 

I - P1   32,93 32,44  2,36 n.s. 3,28 n.s. 

I - P2   98,54 93,54  1,31 n.s. 0,73* 

Média   65,74 62,90  1,83 n.t. 2,13 n.t. 

II - P1   26,7 26,3  1,22* 1,31 n.s. 

II - P2   41,25 40,40  0,88* 0,93* 

Média   33,98 33,55  1,00 n.t. 1,13 n.t. 

III - P1   82,10 81,84  1,36 n.s. 1,90 n.s. 

III - P2   78,60 78,60  1,74 n.s. 2,30 n.s. 

Média   80,35 80,22  1,55 n.t. 2,10 n.t. 

IV - P1   87,50 86,30  1,47 n.s. 1,57 n.s. 

IV - P2   86,45 86,32  1,48 n.s. 1,97 n.s. 

Média   86,98 86,31  1,47 n.t. 1,77 n.t. 

(*) - Teste significativo e (n.s.) – teste não significativo a 5% de probabilidade pelo 

teste do qui-quadrado. (n.t.) – valor não testado. H0: ID=1, significa padrão de 

distribuição espacial ao acaso de plantas sintomáticas na área. H1: ID≠1, padrão 

espacial agregado se ID>1. 

Tabela 7 – Continuação: Valores do índice de dispersão para dois tamanhos de 

quadrats nas quatro áreas avaliadas. 

Área  χ²observado > χ² calculado  Padrão espacial 

                            QUADRAT 

            2x2        3x2   

I - P1  269,35
*
 155,95

**
  243,17

*
 94,80

**
 

 I - P2  155,95
*
 145,18

**
  57,90

*
 100,46

**
 

 Média  212,65
*
 150,57

**
  150,54

*
 97,63

**
 Agregado 

II - P1  145,05
*
 145,18

**
  104,60

*
 100,50

**
 

 
II - P2  104,50

*
 145,18

**
  73,05

*
 100,50

**
 

 Média  125,00
*
 145,18

**
  88,83

*
 100,50

**
 Aleatório 

III - P1  160,70
*
 144,10

**
  146,19

*
 98,20

**
 

 
III - P2  190,00

*
 134,10

**
  167,50

*
 93,66

**
 

 Média  176,35
*
 139,10

**
  159,84 95,93

**
 Agregado 

IV - P1  160,20
*
 144,10

**
  120,69

*
 98,20

**
 

 IV - P2  161,53
*
 142,96

**
  151,82

*
 98,20

**
 

   Média  160,86
*
 143,53

**
  136,25

*
 98,201

**
 Agregado 

Onde: Valores com * se referem ao χ² observado e 
**  

a valores de χ² calculado. 
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Foram elaboradas tabelas de contingência com os dados observados de 

incidência por parcela P1 e P2 das quatro áreas para cálculos dos valores estimados 

para o teste de independência para os quadrats 2x2 e 3x2 (Tabela 8). Com os dados 

de incidência de doença de cada parcela foi realizada a análise de independência para 

verificar a relação entre os locais das parcelas e a quantidade de plantas doentes e 

sadias, bem como se a quantidade de plantas doentes era diferente estatisticamente 

entre os locais, tanto com os dados em parcelas independentes, quanto somando 

P1+P2. 

Tabela 8 - Tabelas de contingência: valores observados A e C e valores estimados B 

e D dos quadrats 2x2 e 3x2.  

Valores observados para quadrats 2x2 

Fator Fator ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 ÁREA 4 
 

  
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

 A B 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

1 

Plantas 

doentes 

 

145 474 128 198 391 346 413 408 2503 

2 
Plantas 

sadias 
315 6 352 282 85 94 63 64 1261 

 
Total 460 480 480 480 476 440 476 472 3764 

 

Valores estimados para quadrats 2x2 

Fator Fator ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 ÁREA 4 
 

  
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

 
A B 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

1 

Plantas 

doentes 

 

306 319 319 319 317 293 317 314 2504 

2 
Plantas 

sadias 
154 161 161 161 159 147 159 158 1260 

 

Total 460 480 480 480 476 440 476 472 3764 

 

    Valores observados para quadrats 3x2 

Fator Fator ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 ÁREA 4 
 

  
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

 
A B 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

1 

Plantas 

Doentes 

 

146 449 126 194 383 349 404 405 2456 

2 
Plantas 

Sadias 
304 31 354 286 85 95 64 63 1282 

 
Total 450 480 480 480 468 444 468 468 3738 

B) 

A) 

C) 
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Valores estimados para quadrats 3x2 

 

  ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 ÁREA 4 
 

Fator Fator P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 
 

A B 1 2 3 4 5 6 7 8 
 

1 

Plantas 

Doentes 

 

296 315 315 315 307 292 307 307 2454 

2 
Plantas 

Sadias 
154 165 165 165 161 152 161 161 1284 

 
Total 450 480 480 480 468 444 468 468 3738 

* Os números 1 a 8 se referem aos pares de parcelas P1 e P2 das áreas I, II, III e IV. 

A partir dos valores das tabelas de contingência foi realizado o teste de 

independência e verificou-se que para quadrats 2x2: P=P(χ², GL=7>=1206.9) = 

2.274164e-256 e para os quadrats 3x2: P=P(χ², GL=7>=1120.27)=1.223362e-237, 

como ambos os valores obtidos foram menores que 0,05, então rejeitou-se H0, 

indicando que  as variáveis A e B não são independentes e dessa forma a epidemia 

depende do local. Por outro lado, concluiu-se que não houve diferença estatística 

entre os dados observados de incidência da doença entre os locais, poderia ter 

havido. 

4.3.2 Análise da dinâmica e estrutura de focos – ADEF  

4.3.2.1 Número de focos e tamanho dos focos 

 

A técnica da ADEF foi utilizada em diversos estudos, principalmente na 

citricultura, onde Laranjeira et al. (2004) estudaram a clorose variegada dos citros 

(CVC), que apresentou um padrão de dispersão levemente agregado. Nunes et al., 

(2001) trabalharam com a mesma técnica  em testes de diagnose da clorose variegada 

dos citros pelos métodos de sintomas e por sorologia PCR; Bassanezi et al. (2003) e 

Bergamim Filho et al. (2004) estudaram as diferenças dos padrões espaciais das 

plantas com cancro cítrico na presença ou ausência da larva minadora do citrus 

(Phyllocnistis citrella Stainton), Jesus Junior e Bassanezi (2004) avaliaram a morte 

súbita dos citros (MSC) em pomares do norte de São Paulo e sul do Triângulo 

Mineiro.  Ferreira et al. (2009), trabalharam com a análise da dinâmica, estrutura de 

D) 
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focos e arranjo espacial da mancha manteigosa em campo. Para a cultura do 

eucalipto, os estudos utilizando a técnica da ADEF ainda não são muitos, dentre os 

realizados para esta cultura tem- se o da ferrugem, causada por Puccinia psidii 

(MASSON, 2009), do cancro basal, causado por Crysophorte cubensis (SOUZA, 

2007) e da seca de ponteiros em Corymbia citriodora, causada por Botryosphaeria 

ribis (COLTURATO, 2009).  

No estudo da estrutura dos focos de cancros em Eucalyptus urophylla, foi 

quantificado o número de focos, focos unitários, número médio de plantas por focos, 

o índice de forma de focos (IFF) e o índice de compactação de focos (ICF), conforme 

apresentado na Tabela 9.  

 Com relação ao número médio de focos (NF), observou-se um número médio 

de focos de 6 plantas por foco na área I e número médio de plantas por foco (NMPF) 

60 plantas por foco.  Na área II, 16 plantas por foco e número médio de plantas por 

foco de 11 plantas. Nas áreas III e IV um número médio de 2 plantas por focos e 

número médio de plantas por foco 272 e 290 plantas por foco, respectivamente. O 

número de focos unitários (FU) se apresentou em baixa quantidade, pois a área I 

apresentou uma média de 2 focos unitários, a área II foi a que teve maior quantidade 

média de focos unitários, um total de  9 focos unitários, a área III, uma média de 1 

único foco unitário, enquanto na área IV não foi verificado nenhum foco unitário. 

Diante dos valores apresentados para o número de focos, foi possível observar que o 

número de focos não unitários foi predominante em todas as áreas avaliadas e, ainda, 

que a quantidade de focos era pequena, entretanto compreendia um grande número 

de plantas por foco, principalmente nas áreas III e IV.  

Foi possível perceber que houve uma relação entre incidência e número de 

focos, pois nas áreas com alta incidência da doença, áreas 1, 3 e 4, o número de focos 

foi o menor verificado, enquanto a área 2, que teve a menor incidência, apresentou o 

maior número de focos. Da mesma forma, verificou-se para focos unitários, pois 

menores valores de incidência ocasionaram maiores quantidades de focos unitários 

conforme a Tabela 9. Esses resultados concordam com aqueles apresentados por 

Jesus Junior e Bassanezi (2004), em estudos da análise da dinâmica e estrutura de 

focos da morte súbita dos citros, constataram o número máximo de focos em talhões 

com incidência de 18% e à medida que aumentou a incidência, diminuía o NF. 

Quando estudaram o número de focos unitários, os mesmos autores verificaram o 
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máximo de focos unitários em talhões com incidência de 13%, diminuindo com o 

aumento dos níveis de incidência. 

 

Tabela 9 - Análise da dinâmica e estrutura de focos (ADEF) nas áreas I, II, III e IV. 

Área Parcela Incidência NPD NF FU NMPF IFF ICF 

I 

1 32,60 163 10 3 16 0,74 0,63 

2 98,60 494 1 0 494 0,80 0,98 

Média 65,60 329 6 2 60 0,77 0,80 

II 

1 26,80 134 19 10 7 1,29 0,71 

2 41,60 207 12 7 17 0,64 0,70 

Média 34,20 171 16 9 11 1,00 0,71 

III 

1 83,00 415 1 0 415 0,08 0,64 

2 80,00 400 2 2 200 0,09 0,73 

Média 81,50 408 2 1 272 0,09 0,68 

IV 

1 87,20 436 1 0 436 0,06 0,73 

2 87,00 435 2 0 218 0,12 0,78 

Média 87,10 436 2 0 290 0,09 0,75 

Onde: NPD- Número de plantas doentes; NFU- número de focos unitários; NF- 

número de focos; NPF – número de plantas por foco; NMPF- número médio de 

plantas por foco; IFF- índice de forma de focos e IFC- índice de compactação de 

focos. 

 Quanto ao índice de forma de foco (IFF), os valores médios para as 4 áreas de 

estudo também são apresentados na Tabela 9. Constatou-se que os valores de IFF 

foram menores que 1 nas áreas I, III e IV, indicando que os focos apresentavam 

padrão de crescimento na direção das linhas de plantio. Já a área II apresentou valor 

médio de 1, o que indica focos isodiamétricos. Jesus Junior e Bassanezi (2004) 

chamam a atenção para a explicação da forma e da compacidade dos focos, devendo 

esta ser realizada com certa cautela, principalmente em situações com incidências 

relativamente elevadas, como é o caso da maioria das áreas avaliadas neste trabalho, 

haja vista que normalmente, quando a incidência de plantas doentes é relativamente 

alta, com valor acima de 35%, é comum que um foco ocupe todas as linhas ou 

plantas de uma linha do talhão e que o seu crescimento só ocorra em uma direção por 

falta de mais linhas ou plantas. Laranjeira, Amorim e Bergamin, (1998a) também 

verificaram essa influência da forma do talhão em análises de talhões com CVC. 

 No que se refere ao índice de compactação de focos (IFC), percebe-se que nas 

quatro áreas de estudo os valores médios foram bem próximos, porém não chegaram 
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ao valor de 1. Focos mais compactos possuem valores de IFC próximos a 1,0 e os 

menos compactos, valores menores (NELSON, 1996). No caso das áreas avaliadas 

neste estudo, verificou-se que os focos, apesar de não terem sido iguais a 1, 

apresentaram maior tendência de serem focos compactos. Jesus Junior e Bassanezi 

(2004), em seu trabalho, observaram que à medida que aumentava a incidência, 

diminuía o ICF, entretanto para as áreas em questão, esse padrão não foi observado, 

pois independente da incidência observada, os valores de IFC apresentaram valores 

muito próximos. 

 

4.3.3 Análise de Run e Análise de Doublet 

 

As análises de Run e Doublet foram realizadas para cada linha de plantio em 

cada parcela individualmente, entretanto devido à alta quantidade de linhas para 

todas as áreas de estudo, optou-se por apresentar os valores médios representativos 

de cada área na Tabela 10. A partir disso verificou-se que o número médio de runs 

observado (R) nas linhas de plantios para a área I, II e IV foi menor que o número 

médio de runs esperados E(R), e ainda que os valores estandardizados (ZR) foram >-

1,64, dessa forma o teste aceitou para estas três áreas a hipótese de que o padrão 

espacial médio das linhas de plantios era ao acaso. Com relação à área III verificou-

se que o número de runs observado (R) foi menor que o número de runs esperados 

E(R), entretanto a hipótese de padrão espacial aleatório não pôde ser aceita pelo fato 

do ZR ser < -1,64, tomando como decisão para esta área o padrão espacial médio de 

linhas como sendo agregado. 

Bergamin Filho et al. (2004) afirmaram que no teste Run se uma doença está 

se disseminando de planta para planta, plantas doentes devem estar agregadas, o que 

leva a poucos Runs. Por outro lado, se plantas doentes estiverem distribuídas ao 

acaso na linha, o número de runs deve ser grande. O valor de ZR será um grande 

número negativo se houver agregação, porque R será, nesse caso, muito menor que E 

(R). Como o teste é usualmente aplicado somente para diferenciar distribuição 

espacial agregada de distribuição espacial ao acaso, rejeita-se a hipótese de 

distribuição espacial ao acaso se ZR< -1,64. 
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Tabela 10 – Valores médios das variáveis para cada área com suas respectivas 

parcelas avaliadas: R, E(R), s
2
 (R), S (R), m, N e ZR. 

Área Parcela 
Nº 

Linhas 
R E(R) s

2
 (R) DP m N ZR Decisão 

I 

     1    15    7   10   2,95  1,47 11 33 -0,91 Aleatório 

     2    20    2    2   0,04  0,10 25 25 0,50 Aleatório 

Média  17,5 4,28 5,77   1,49    0,78 17,76 29,20    -0,20 Aleatório 

II 

1    20   9 9    2,86 1,61 7 25 0,10 Aleatório 

2    20   11 12   4,55  2,11 10 25 -0,15 Aleatório 

Média    20  9,93 10,62    3,70    1,86 8,55 25,00   -0,02 Aleatório 

III 

     1     7   15    20   5,77 2,11 59   71   -1,42 Aleatório 

     2     5   21    32   9,97 2,98 80 100   -3,25 Agregado 

Média     6 18,14 25,86    7,87    2,55 69,64 85,71   -2,33 Agregado 

IV 

1     6 14 16 4,52 1,57 73 83 -0,03 Aleatório 

2    10 7 11 3,11 1,31 44 50 -0,84 Aleatório 

Média     8 10,43 13,57 3,82 1,44 58,08 66,67 -0,44 Aleatório 

Onde: R= runs; E(R)= runs esperados; s
2
= variância; DP= desvio-padrão N=número 

de plantas; m: plantas doentes; ZR: valor estandardizado. 

Na Figura 20 apresentam-se para cada área os valores médios da frequência 

do padrão espacial encontrado nas linhas de plantio. Pelo teste Run verificou-se que 

nas áreas I, II e IV houve a predominância do padrão espacial aleatório, 80%, 95% e 

71,67% respectivamente das linhas apresentaram este padrão e na área III, 75,71% 

das linhas de plantio manifestaram um padrão espacial agregado. 
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Figura 20. Gráfico apresentando os valores médios de frequência (%) por área para o 

padrão de dispersão da doença encontrado nas linhas de plantio para o teste 

Run. 

No que diz respeito ao teste de Doublet, constatou-se que o número médio de 

Doublets observado (D) nas linhas de plantios para a área I e II foi maior que o 

número médio de Doublets esperado E(D), entretanto os valores estandardizados 

(ZD) foram menores que 1,64, (Tabela 11). Desta forma aceitou-se para estas duas 

áreas a hipótese de que o padrão espacial médio das linhas de plantios era ao acaso, 

pois de acordo com Bergamin Filho et al. (2004) no caso de agregação, o valor 

observado D deve ser maior que o esperado E(D) e, assim, ZD terá um grande valor 

positivo. Uma linha de plantas exibirá padrão agregado se ZD>1,64 (P = 0,05). Já 

para as áreas III e IV foi possível inferir que o padrão médio encontrado nas linhas 

de plantio dessas áreas era agregado, sendo confirmado pelos números de Doublets 

observados (D) maiores que aqueles esperados E(D) e ainda pelos valores de 

ZD>1,64 (Tabela 11).  
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Tabela 11 - Valores médios das variáveis para cada área com suas respectivas 

parcelas avaliadas: D, E(D), s
2
 (D), S (D), m, N e ZD. 

Área Parcela 
Nº de 

linhas 
D E(D) s

2
 (D) DP m N ZD Decisão 

 

 

I 

1 15,0 7 6 6,04 2,05 11 33 0,96 Aleatório 

2 20,0 23 23 0,03 0,09 25 25 1,06 Aleatório 

  Média 17,5 15,4 14,7 3,04 1,07 17,8 29,2 1,01 Aleatório 

 

II 

1 20,0 2 2 0,73 0,80 7 25 0,88 Aleatório 

2 20,0 5 5 1,21 1,08 10 25 0,77 
 

Aleatório 

  Média 20,0 3,7 3,4 0,97 0,94 8,6 25,0 0,82 Aleatório 

 

III 

1 7,0 51 49 1,58 1,13 59 71 2,24 Agregado 

2 5,0 69 64 2,66 1,55 80 100 3,56 Agregado 

  Média 6,0 60,1 56,4 2,12 1,34 69,6 85,7 2,90 Agregado 

 

 

IV 

1 6,0 66 64 1,22 0,85 73 83 1,99 Agregado 

2 10,0 40 38 0,89 0,72 44 50 1,99 Agregado 

  Média 8,0 52,6 50,9 1,05 0,78 58,1 66,7 1,99 Agregado 

Onde: D=Doublets; E(R)= Doublets esperados; s
2
= variância; DP= desvio-padrão; 

N= nº plantas; m= plantas doentes; ZR= valor estandardizado. 

Com relação aos valores médios da frequência do padrão espacial encontrado 

nas linhas de plantio pelo teste de Doublet notou-se que nas áreas I e II o padrão 

espacial aleatório foi predominante com frequência de 91,67% e 75% 

respectivamente. Para as áreas III e IV verificou-se que 75,71% e 66,67 das linhas 

apresentaram padrão espacial agregado (Figura 21). 
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Figura 21. Gráfico apresentando os valores médios de frequência (%) por área, para o 

padrão de dispersão da doença encontrado nas linhas de plantio para o 

teste Doublet. 

Comparando os dois métodos de avaliação espacial para as linhas observou-

se que houve concordância entre os dois métodos para as áreas I, II e III, todavia para 

a área IV houve divergência entres os padrões espaciais encontrados nas linhas. 

A partir dos resultados obtidos nos testes, verificou-se que os testes Run e 

Doublet, para algumas das áreas avaliadas, não esclareceu o padrão espacial da 

doença nas linhas de plantio. Pelo teste Run somente para as áreas II e III observou-

se um padrão condizente com a incidência encontrada nestes locais. Constatou-se 

que 95% das linhas apresentaram padrão espacial aleatório e 75,71% padrão espacial 

agregado, portanto foi possível concordar com os padrões espaciais indicados pelo 

teste Run para estas áreas. Campbell et al. (1984) declararam que os arranjos 

agregados de plantas doentes sugeriam haver disseminação planta a planta ou que o 

inóculo estava espacialmente agregado, enquanto arranjos aleatórios indicavam que o 

patógeno não foi disperso ao longo da linha ou se foi disperso, não induziu sintomas 

de maneira agregada. Para o teste Doublet foi verificado um padrão considerado 

aceitável nas áreas II (aleatório), III e IV (agregado, respectivamente). Madden et al. 

(1995) verificaram ausência de correlação entre incidência da doença e grau de 

agregação de plantas doentes. 
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Com relação à área I, não ficou claro pelos dois métodos como era o padrão 

espacial da doença, tendo em vista que os dois indicaram um padrão espacial 

aleatório, quando, pelo mapa de distribuição da doença na área e a incidência 

verificada, analisou-se que a tendência era o padrão ser agregado, pois havia linhas 

em que todas as plantas estavam doentes, ou seja, uma forte agregação da doença 

nessa linha. Isso pode ter ocorrido pelo fato de as parcelas apresentarem uma 

discrepância muito grande na incidência, haja vista verificar-se que na parcela 1 a 

incidência foi de 32,60%, enquanto na parcela 2 a incidência foi de quase 100% o 

que pode ter influenciado ambos os testes a considerarem a distribuição como 

aleatória.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 Foi possível concluir, através deste trabalho, que a doença encontrada nas 

áreas avaliadas é de causa biótica; 

 Nas quatro localidades avaliadas os gêneros de fungos predominantes 

encontrados nos cancros foram Lasiodiplodia, Pestalotiopsis e Coniella;  

 Os isolados AR2P28, AR3P13, AR3P21, AR4P15 e AR4P23 foram 

identificados em Lasiodiplodia spp. e apresentaram maior similaridade com 

L. citrícola, que com as demais espécies, por meio da análise morfológica; 

  Pela análise da sequência do ITS1, o isolado AR4P15 pertence a espécie 

Lasiodiplodia citricola e pela análise da sequência do gene TEF1, o isolado 

pertence à Lasiodiplodia citricola ou L. parva; 

 Na análise da sequência do ITS1, o isolado AR2P28 pertence a uma das 

seguintes espécies: Lasiodiplodia citricola, L. theobromae (sin.: 

Botryosphaeria rhodina), L. gilanensis ou L. hormozganensis e pela análise 

da sequência do gene TEF1, o isolado pertence à espécie Lasiodiplodia 

theobromae (sin.: Botryosphaeria rhodina); 

 Pela análise morfológica, os isolados AR1P29, AR1P17, AR4P19, AR4P21, 

AR4P14, AR1P22, AR3P15 e AR3P25 formaram um grupo distinto com 

Pestalotiopsis ellipsora e P. saprophytica, sendo classificados em 

Pestalotiopsis spp.; 

 Por meio da sequência de ITS1 do isolado AR1P22, foi possível verificar que 

este espécime formou um clado com as espécies Pestalotiopsis sydowiana, P. 

mangiferae, P. longiseta, P. coffea-arabiccae, P.microspora, P. maculans, 

Neopestalotipsis foedans e N. formicarum distinto dos demais e, pela análise 

da sequência do gene TEF1, o isolado foi classificado em Neopestalotiopsis 

surinamensis; 



 
 

88 
 

 Os isolados AR3P10, AR3P28, AR4P24 e AR4P29 formaram um grupo com 

as espécies Pillidiella granati, Pilidiella destruens e P. castanaeicola, sendo 

classificados como Coniella spp., pelo fato de Coniella e Pilidiella serem 

considerados sinônimos e Coniella ter prioridade sobre Pilidiella; 

 A incidência de cancros encontrados em Eucalyptus urophylla é alta, pois 

verificou-se nas áreas de estudo I, III e IV valores de incidência de 65,60%, 

81,50% e 87,10% respectivamente, enquanto na área 2 a incidência média 

observada foi de 34,20%; 

 Pelos valores do índice de dispersão (ID) para os quadrats 2x2 e 3x2 

respectivamente, verificou-se para a área I valores de ID de 1,83 e 2,13, área 

II de 1,00 e 1,11, área III de 1,55 e 2,10 e área IV de 1,47 e 1,77, 

constatando-se que o padrão espacial da doença predominante nos locais é 

agregado; 

 Pela ADEF, verificou-se um baixo número de focos (NF) e baixo número de 

focos unitários (FU) em locais com alta incidência da doença; 

 Pelos resultados do índice de compactação de focos (ICF) das áreas, 

observou-se que os focos são compactos; 

 Quanto ao índice de forma de foco (IFF), os focos apresentaram maior 

comprimento na direção da linha de plantio, ou seja, focos com formato 

elíptico; 

 O padrão espacial da doença nas linhas de plantio pelo teste “Run” foi 

definido como um padrão espacial ao acaso (aleatório), para as áreas I, II e 

IV, e como padrão espacial agregado para a área III; 

 O padrão espacial da doença nas linhas de plantio pelo teste de “Doublet” foi 

definido como padrão espacial ao acaso (aleatório,) para as áreas I e II, e 

padrão espacial agregado para as áreas III e IV. 
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Apêndice A - Dendrograma apresentando a distância dos isolados de Lasiodiplodia   

spp. deste estudo com espécies conhecidas. 

 

 


