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Resumo - Este estudo foi realizado com o objetivo de identificar microrganismos
causadores de lesdes foliares em Euplassa semicostata Plana, com potencial
de interferir em seu florescimento. Sete arvores de E. semicostata foram
mapeados em um remanescente florestal em Nova Lima, MG. Amostras de
folhas destas plantas foram coletadas e enviadas ao laboratério para diagnose.
Os microrganismos potencialmente patogénicos encontrados foram Diaporthe
sp. e Mycosphaerella gregaria. Futuros ensaios deverao ser realizados a fim
de comprovar a associagdo entre a presenga persistente destes fungos e a
dificuldade de florescimento destas arvores.

Diagnosis of potentially pathogenic microorganisms in Euplassa
semicostata trees, in a forest remnant in Minas Gerais State, Brazil

Abstract - This study was carried out with the objective of identifying
microorganisms that cause leaf lesions in Euplassa semicostata Plana, with
the potential to interfere with its flowering. Seven trees of E. semicostata
were mapped in a remaining forest in Nova Lima, Minas Gerais State, Brazil.
Leaf samples from these plants were collected and sent to the laboratory for
diagnosis. The pathogenic environmental microorganisms found were Diaporthe
sp. and Mycosphaerella gregaria. Future tests should be carried out in order
to prove the association between the persistent presence of these fungi and
the difficulty in flowering of these trees.

Euplassa semicostata Plana, conhecida
popularmente como euplassa, € uma espécie
arbdérea que se destaca por sua notavel raridade
e pelo limitado conhecimento que temos sobre
ela (Caiafa et al., 2022). Pertencente a familia
Proteaceae, essa planta € endémica do estado
de Minas Gerais, com apenas um registro
documentado na Bahia (CNCFlora, 2012; Prance
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& Amorim, 2021). Sua presenga na natureza
é difusa, sendo encontrada principalmente
em regides de elevadas altitudes e em areas
geograficamente restritas, como os Campos
Rupestres e Cerrados de Minas Gerais, além
da Caatinga baiana (CNCFlora, 2012). A falta
de informacoes detalhadas sobre essa espécie
ressalta a necessidade de estudos adicionais para
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melhor compreender sua ecologia, conservagao,
limitagbes para seu cultivo e importancia para o
ecossistema local.

Euplassa semicostata permanece como um
enigma a ser desvendado, representando um
desafio intrigante para a comunidade cientifica
(Neves & Conceicao, 2010). Sua reproducéao
€ caracterizada por ser muito lenta, sendo que
muitos individuos, monitorados por empresas que
buscam incluir essa espécie em programas de
restauragao, nunca alcangaram a fase de floracao.
Em outras palavras, ndo houve producao de frutos
e sementes (Caiafa et al., 2022).

Sua dificuldade em florescer pode estar
relacionada a uma série de fatores internos e
externos a planta, inclusive a presenca de algumas
doencas (Katani¢ et al., 2021; Proietti et al., 2022).
Alguns fungos ou bactérias, quando colonizam
as plantas, podem representar um obstaculo
significativo para sua floracado. As doencgas, muitas
vezes causadas por estes patdogenos, podem
comprometer a saude e vitalidade da planta,
direcionando seus recursos para combater a
infeccdo em vez de investi-los na producao de
flores e frutos (Thiessen et al., 2020). Além disso,
algumas doengas podem danificar diretamente as
estruturas reprodutivas da planta, prejudicando
sua capacidade de produzir flores viaveis
(Nazarov et al., 2020; Thiessen et al., 2020). Como
resultado, a floragcao pode ser adiada, reduzida em
quantidade ou até mesmo completamente inibida,
impactando nao apenas a reprodugao da planta,
mas também a disponibilidade de alimento para
polinizadores e a dindmica do ecossistema em
que a planta esta inserida (Kooi & Ollerton, 2020).
Portanto, o controle e a prevengao de doengas
em plantas desempenham um papel crucial na
manutencao da biodiversidade e na promocao de
ecossistemas saudaveis.

Ao realizar expedigcbes de campo com o
proposito de investigar fatores que afetam
negativamente a capacidade de floragédo e
reproducéo de E. semicostata, notou-se que todas
as plantas exibiam lesdes foliares decorrentes da
acao de possiveis agentes patogénicos. Diante
dessa constatagcao, este estudo foi realizado
com o objetivo de identificar os microrganismos
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causadores dessas lesdes, com potencial de
interferir no seu florescimento.

Arvores de E. semicostata foram encontradas
em um remanescente florestal em Nova Lima,
pertencente a mineradora Vale S.A., localizada
no centro do estado de Minas Gerais, (20°7°10”S
e 43°57°03”"W). Formacgdes vegetais, variando
principalmente entre Floresta Estacional
Semidecidual, Cerrado e Campo Rupestre,
caracterizam esta regido, que apresenta
temperatura média anual e precipitacdo de 19,9 °C
e 1.258 mm, respectivamente (Santos et al.,
2020). O municipio de Nova Lima esta localizado
a 759 m acima do nivel do mar com clima quente
e temperado, sendo julho e dezembro os meses
mais secos e chuvosos com precipitacdo média
de 10 mm e 270 mm, respectivamente (Instituto
Nacional de Meteorologia, 2021). Estas plantas
foram monitoradas por quatro anos, porém,
nunca floresceram.

Amostras de folhas de E. semicostata de
todos os individuos foram coletadas em campo,
acondicionadas em caixas de isopor contendo
gelo e, posteriormente, enviadas ao Laboratério
de Patologia Florestal/Bioagro da Universidade
Federal de Vigosa, para diagnose (Figura 1).

Figura 1. Folhas de Euplassa semicostata coletadas
em Nova Lima, Minas Gerais, com manchas sugerindo
a presencga de doencgas.

Figure 1. Euplassa semicostata leaves collected in Nova
Lima, Minas Gerais State, Brazil, with spots suggesting
the presence of diseases.

Foto: Karine Fernandes Caiafa
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No laboratério, foram realizadas analises macro
e microscoépicas detalhadas, isolamento direto e
indireto e analises morfoldgicas e moleculares para
identificacdo dos microrganismos encontrados
(Alfenas & Mafia, 2016). Para a identificacéo
molecular foi realizado o sequenciamento da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNAribossomal
(rDNA), utilizando os primers ITS1 e ITS4.
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Os fungos Diaporthe sp. e Mycosphaerella
gregaria foram isolados a partir das folhas de
E. semicostata. Na amostra de folha (Figura 2)
foram observadas manchas semicirculares de
coloracao preta (mancha menor) (Figura 2C) e
manchas de coloragdo marrom-clara (mancha
maior) (Figura 2B).

Foto: Rafael Ferreira Alfenas

Figura 2. (A) Folha de Euplassa
semicostata recebida para diagnose com
presenca de manchas no limbo foliar;
(B) ascoma de Mycosphaerella gregaria;
(C) ascoma de Diaporthe sp.; (D) cultura
de Mycosphaerella gregaria e (E) cultura
de Diaporthe sp.

Figure 2. (A) Euplassa semicostata leaf
received for diagnosis with the presence of
spots on the leaf blade; (B) Mycosphaerella
gregaria ascoma; (C) Diaporthe sp. ascoma;
(D) culture of Mycosphaerella gregaria and
(E) culture of Diaporthe sp.
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A partir de cortes histoldgicos e observagdo em
microscopio de luz, verificou-se a presenca de
ascos e ascosporos (Figura 3).

Figura 3. Estruturas fungicas encontradas em folha de
Euplassa semicostata, visualizadas sob microscopio
de luz: (A - B) Ascos e ascosporos de Mycosphaerella
gregatria; (C - D) Ascos e ascosporos de Diaporthe sp.

Figure 3. Fungal structures found in Euplassa
semicostata leaf, viewed under a light microscope: (A
- B) Asci and ascospores of Mycosphaerella gregatria;
(C - D) Asci and ascospores of Diaporthe sp.

Apds a obtengado de culturas fungicas puras
(Figuras 2D e 2E), procedeu-se ao sequenciamento
da regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) e a
partir da analise de similaridade de sequéncias
de nucleotideos do GenBank usando o BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI
(National Center for Biotechnology Information),
observou-se 97,7% de similaridade com Diaporthe
sp. (Accession n°: MG976432.1) para o isolado
obtido a partir da mancha menor (Figuras 2A e
2C) e 95,0% de similaridade com Mycosphaerella
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gregaria (Accession n°: JN695513.1) para o isolado
obtido a partir da mancha maior (Figuras 2A e 2B).

A dificuldade de E. semicostata em florescer
pode estar relacionada a fatores externos (Silva
et al., 2021), como fotoperiodo, temperatura
e vernalizagao (Michael et al., 2020), além de
fatores internos, como nutricdo, fitohorménios,
genética e, principalmente, idade da planta
(lzawa, 2021). Contudo, também pode estar
relacionada a presenca de Diaporthe sp. e
Mycosphaerella gregaria que, em situagdes de alta
incidéncia e severidade nas folhas, podem reduzir
a superficie fotossintética, diminuindo a producgéo
de fotoassimilados (Alfenas & Mafia, 2016; Hilario
et al., 2023) e, consequentemente, prejudicar sua
floragao (Borghi & Fernie, 2020).

Nao harelatos de Diaporthe sp. e Mycosphaerella
gregaria causando doengas em E. semicostata,
contudo esses fungos ja foram relatados como
patdégenos em outros hospedeiros (Kwasna et
al., 2021; Indrayadi et al., 2023). Por exemplo,
espécies de Diaporthe podem causar cancros,
morte descendente, podridao de raizes, podridao
de frutos, manchas foliares e murcha em uma
ampla variedade de hospedeiros de plantas
(Indrayadi et al., 2023). Analogamente, espécies de
Mycosphaerella sp. sdo encontradas associadas a
manchas foliares em diversas espécies de plantas
(George et al., 2022). Estas doengas podem
provocar enormes perdas de produtividade devido
a intensa desfolha (Carnegie & Ades, 2002).

Esses patdégenos tendem a colonizar as folhas
das plantas hospedeiras, causando lesoes foliares
que, por sua vez, comprometem a capacidade da
planta de produzir flores saudaveis e abundantes.
Além disso, a infecgao por esses fungos pode
minar a saude geral da planta, redirecionando
recursos vitais para a defesa contra a infecgao,
em detrimento da alocag&o de energia para a
reprodugao. Consequentemente, a presencga
persistente de Diaporthe sp. e Mycosphaerella
gregaria pode ser uma das razdes para a
dificuldade de florescimento observada nas arvores
de E. semicostata, e devera ser investigada
através de ensaios.
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Conclusoes

A presenca de Diaporthe sp. e Mycosphaerella
gregaria foi constatada em todos os exemplares
de Euplassa semicostata avaliados, o que pode
representar uma ameaca a saude global dessas
plantas. Esses patégenos tém o potencial de
impactar adversamente a capacidade da espécie
de florescer e, como resultado, reduzir a produgao
subsequente de frutos e sementes.

Futuros ensaios deverao ser realizados a fim
de comprovar a associacdo entre a presenca
persistente destes fungos e a dificuldade de
florescimento destes individuos.
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