
 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA 

ÁREA DE CONCENTRAÇÃO EM FITOTECNIA 

 

 

 

   

 

CARACTERIZAÇÃO ETIOLÓGICA, QUANTIFICAÇÃO E ASPECTOS 

HISTOPATOLÓGICOS DA PINTA PRETA EM PINHA (Annona squamosa L.) 

 

  

 

 

EVELINE MENDES DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

VITÓRIA DA CONQUISTA 

BAHIA– BRASIL 

2026 



 

 

 

 

 

 

 

EVELINE MENDES DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO ETIOLÓGICA, QUANTIFICAÇÃO E ASPECTOS 

HISTOPATOLÓGICOS DA PINTA PRETA EM PINHA (Annona squamosa L.) 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Universidade Estadual do 

Sudoeste da Bahia, como parte das exigências 

do Programa de Pós-Graduação em Agronomia, 

área de concentração em Fitotecnia, para a 

obtenção do título de “Doutor”.  

 

 

 

 

         Orientador (a): Quelmo Silva de Novaes 

 

           Coorientador (a): Marcel Bellato Spósito 

 

 

 

  

VITÓRIA DA CONQUISTA 

BAHIA– BRASIL 

2026 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na fonte: Karolyne Alcântara Profeta – CRB 5/2134 

                                 UESB - Campus Vitória da Conquista – BA 

S58c 

         

           Silva, Eveline Mendes da. 

             Caracterização etiológica, quantificação e aspectos histopatológicos da  

      pinta preta em pinha (Annona squamosa L.) / Eveline Mendes da Silva, 2026.  

                   69p. : il. color. 

                      Orientador (a): Dr. Quelmo Silva de Novaes.  

        Tese (doutorado) – Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Programa  

         de Pós-Graduação em Agronomia, Área de concentração em Fitotecnia. Vitória da 

   Conquista, 2026.  

                    Inclui referências.  

             1. Cryptophyllachora sp. nov.. 2. Pinta preta - Pinha. 3. Filogenia molecular.  

      4. Histopatologia vegetal. 5. Escala diagramática. I. Novaes, Quelmo Silva de. II.   

      Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Programa de Pós-Graduação em  

       Agronomia.  III. T. 

 

                                           CDD 634.774 

                                                                                           

                                                                   

                     

                                                                                                                 

                                                                                                                              

           



 

 

 

  

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM AGRONOMIA 

Área de Concentração em Fitotecnia 

 

Campus de Vitória da Conquista, BA 

 

 

 

DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO 

 

 

TÍTULO: “Caracterização etiológica, quantificação e aspectos histopatológicos da pinta 

preta em pinha (Annona squamosa L.)”. 

AUTOR (A): Eveline Mendes da Silva 

 

Aprovada como parte das exigências para obtenção do Título de DOUTORA EM AGRONOMIA, 

ÁREA DE CONCENTRAÇÃO EM FITOTECNIA, pela seguinte Banca Examinadora: 

 

 

 

 

Quelmo Silva de Novaes, D.Sc. (UESB) 

 

 

 

Armínio Santos, D.Sc. (UESB) 

 

 

 

 

Carlos André Espolador Leitão, D.Sc. (UESB) 

 

 

 

José Luiz Bezerra, D.Sc. (UESC) 

 

 

 

 

Rafael José Vilela de Oliveira, D.Sc. (CETENE) 

 

Data de realização: 18 de março de 2026. 

Estrada do Bem Querer, Km 4, CEP 45031-900, Caixa Postal 95, Vitória da Conquista, Bahia, Brasil 

Telefone: (77) 3425-9383, e- mail: ppgagronomia@uesb.edu.br 



 

 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais, Eva e 

Ariene, pelo amor incondicional e por serem a 

base de todas as minhas conquistas.  

 



 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, pela força e pela sabedoria concedidas em cada etapa 

desta jornada. 

À minha mãe Eva e ao meu pai Ariene, pelo amor incondicional, pelo exemplo de 

integridade e por serem o alicerce de todas as minhas conquistas. Aos meus irmãos, 

Adailton e Everton, pelo apoio constante. 

Ao meu companheiro Bruno, pela paciência, pelo incentivo nos momentos de cansaço e 

por caminhar ao meu lado, tornando este percurso mais leve. 

Ao meu orientador, professor Dr. Quelmo Silva de Novaes, pela confiança depositada, 

pela orientação e por todo o aprendizado compartilhado ao longo desses anos. Da mesma 

forma, agradeço ao meu coorientador, professor Dr. Marcel Bellato Spósito, pelas 

valiosas contribuições e pelo auxílio no desenvolvimento desta pesquisa. 

Ao professor Carlos André, pela colaboração essencial e disponibilidade na realização 

das análises histopatológicas que tanto contribuíram para o enriquecimento deste 

trabalho.  

Ao professor Armínio, pelas discussões enriquecedoras. 

Às minhas amigas e companheiras de residência, Amanda, Zilda e Isa, pela convivência, 

conversas, risadas, amizade e apoio. Um agradecimento especial à Joanna, que se tornou 

uma grande amiga, pela amizade e incentivo constante. 

Aos colegas do Laboratório de Fitopatologia, pelo ambiente de cooperação. 

Às equipes do Laboratório de Fungos Fitopatogênicos e Laboratório de Manejo 

Sustentável de Doenças de Plantas da Esalq, em especial à Priscila, ao Túlio e à Professora 

Dra. Thaís, pela acolhida e pelo auxílio fundamental nas análises moleculares. 

Ao João, técnico da fazenda, pela disponibilidade durante as etapas experimentais. 

À Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) e ao Programa de Pós-Graduação 

em Agronomia (PPGA), pela oportunidade de formação e pela infraestrutura concedida. 

À equipe de campo e aos motoristas da UESB, que garantiram que cada etapa da pesquisa 

fosse cumprida. 

À CAPES, pela concessão da bolsa de estudos, permitindo a dedicação necessária à 

execução deste doutorado. 

A todos que, de forma direta ou indireta, contribuíram para a realização deste trabalho, 

manifesto minha sincera gratidão. 

 



 

 

vii 

 

RESUMO GERAL 

 

SILVA, E. M. CARACTERIZAÇÃO ETIOLÓGICA, QUANTIFICAÇÃO E 

ASPECTOS HISTOPATOLÓGICOS DA PINTA PRETA EM PINHA (Annona 

squamosa L.). Vitória da Conquista – BA, UESB, 2026, 69 p. (Tese: Doutorado em 

Agronomia; Área de concentração em Fitotecnia) * 

 

A pinta preta é uma doença emergente identificada em pomares no semiárido da Bahia, 

caracterizada por lesões foliares necróticas e intensa desfolha. O agente etiológico, 

anteriormente associado ao gênero Ophiodothella, foi reclassificado através de análises 

filogenéticas das regiões ITS, LSU e SSU. Os resultados posicionaram o fungo na ordem 

Chaetosphaeriales como uma nova espécie de Cryptophyllachora. Essa descoberta 

representa o primeiro registro mundial do gênero em uma Annonaceae, apresentando 

características morfológicas distintas, como ascósporos fusiformes de dimensões 

superiores às espécies conhecidas. A investigação da patogênese revelou uma estratégia 

de infecção altamente agressiva e destrutiva. O fungo apresenta colonização da folha toda 

com hifas septadas que crescem de forma inter e intracelular, atingindo inclusive os 

tecidos vasculares de xilema e floema. O ciclo de vida é marcado pela coexistência de 

fases assexuadas (picnídios) e sexuadas (peritécios) na mesma lesão, com liberação de 

esporos via cirros. Embora a planta ative defesas, como o acúmulo de compostos 

fenólicos, essas barreiras mostram-se insuficientes para conter o patógeno, que causa lise 

celular e redução nas reservas de amido do hospedeiro. Para padronizar a quantificação 

da doença e reduzir a subjetividade das avaliações visuais, foi desenvolvida e validada 

uma escala diagramática. A escala compreende oito níveis de severidade, variando de 

1,1% a 17,5% de área foliar infectada. A validação demonstrou que o uso dessa 

ferramenta aumentou significativamente a acurácia, a precisão e a reprodutibilidade das 

estimativas entre avaliadores. Essa padronização é considerada essencial para o 

desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitário e monitoramento epidemiológico 

da cultura no campo. 

 

Palavras-chave: Cryptophyllachora sp. nov., Pinta preta, Filogenia molecular, 

Histopatologia vegetal, Escala diagramática. 
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 ABSTRACT 

SILVA, E. M. ETIOLOGICAL CHARACTERIZATION, QUANTIFICATION, 

AND HISTOPATHOLOGICAL ASPECTS OF BLACK SPOT ON SUGAR APPLE 

(Annona squamosa L.). Vitória da Conquista – BA, UESB, 2026, 69 p. (Thesis: PhD in 

Agronomy; Concentration area: Plant Science) * 

 

Black spot is an emerging disease identified in orchards in the semi-arid region of Bahia, 

characterized by necrotic leaf lesions and intense defoliation. The etiological agent, 

previously associated with the genus Ophiodothella, was reclassified through 

phylogenetic analyses of the ITS, LSU, and SSU regions. The results positioned the 

fungus in the order Chaetosphaeriales as a new species of Cryptophyllachora. This 

discovery represents the first world record of the genus in an Annonaceae, presenting 

distinct morphological characteristics, such as fusiform ascospores with dimensions 

superior to known species. The investigation of pathogenesis revealed a highly aggressive 

and destructive infection strategy. The fungus exhibits systemic colonization with 

septated hyphae that grow inter- and intracellularly, reaching even the vascular tissues of 

xylem and phloem. The life cycle is marked by the coexistence of asexual (pycnidia) and 

sexual (perithecia) phases in the same lesion, with spore release via cirri. Although the 

plant activates defenses such as the accumulation of phenolic compounds, these barriers 

prove insufficient to contain the pathogen, which causes cell lysis and a reduction in the 

host's starch reserves. To standardize disease quantification and reduce the subjectivity 

of visual assessments, a diagrammatic scale was developed and validated. The scale 

comprises eight severity levels, ranging from 1.1% to 17.5% of infected leaf area. 

Validation demonstrated that the use of this tool significantly increased the accuracy, 

precision, and reproducibility of estimates among raters. This standardization is 

considered essential for the development of phytosanitary management strategies and 

epidemiological monitoring of the crop in the field. 

 

Keywords: Cryptophyllachora sp. nov., Black spot, Molecular phylogeny, Plant 

histopathology, Diagrammatic scale. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 A pinha (Annona squamosa L.), também conhecida como fruta-do-conde, destaca-

se como uma das anonáceas de maior relevância econômica no Brasil (Queiroga et al., 

2023). Sua rusticidade e adaptação às condições climáticas de regiões tropicais e 

subtropicais, especialmente no semiárido nordestino, tornam o seu cultivo uma fonte de 

renda vital para pequenos e médios produtores (Oliveira et al., 2016; Queiroga et al., 

2023; Fan et al., 2025; Singh et al., 2025).  

 Entretanto, a sustentabilidade da cultura é constantemente ameaçada por 

patógenos fúngicos que causam danos foliares severos, reduzindo a capacidade 

fotossintética e, consequentemente, a produtividade e qualidade dos frutos (Costa et al., 

2019; Zulperi et al., 2026). 

 Recentemente, uma nova doença, denominada pinta preta, foi observada em 

pomares no estado da Bahia, sendo classificada como Ophiodothella annonae (Bezerra 

et al., 2006). A doença é caracterizada por lesões necróticas circulares de coloração 

marrom que, sob condições de alta umidade e temperaturas amenas, coalescem atingindo 

até 20 mm de diâmetro provocando uma intensa desfolha (Bezerra et al., 2006). Como 

consequência, compromete o vigor da planta e a qualidade dos frutos.  

A identificação precisa do agente etiológico da pinta preta é importante para 

auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle. A taxonomia de alguns 

ascomicetos tem passado por revisões com o advento da filogenia molecular. Esse 

fenômeno de reclassificação ocorreu, por exemplo, no trabalho desenvolvido por Kiss et 

al. (2018), no qual a espécie Cryptophyllachora ambrosiae foi inicialmente descrita e 

referenciada como Phyllachora ambrosiae. Essas mudanças só têm sido possíveis após a 

análise de sequenciamento de genético, sendo que a correta posição taxonômica é o 

primeiro passo para compreender a biologia do patógeno e sua relação com o hospedeiro 

(Presti et al., 2015). 

 Além da identificação taxonômica, é necessário compreender como o patógeno 

invade e coloniza os tecidos vegetais. A eficácia da infecção fúngica depende de 

estratégias de penetração, neutralização das defesas químicas e exploração de recursos 

fisiológicos (Presti et al., 2015).  
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 Em anonáceas, a presença de barreiras naturais, como mucilagem e compostos 

fenólicos, constitui uma defesa que o patógeno deve superar para estabelecer a infecção 

(Bakker e Gerritsen, 1992). A histopatologia vegetal surge como uma ferramenta 

essencial para visualizar a invasão micelial, o desenvolvimento de estruturas reprodutivas 

e as respostas celulares do hospedeiro, preenchendo lacunas sobre a dinâmica de 

colonização em doenças emergentes (Glass et al., 2025). 

 Além disso, para o desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes, é 

importante a quantificação precisa da severidade da doença (Bock et al., 2022). A 

avaliação visual humana é frequentemente subjetiva e propensa a erros de estimativa 

(superestimação ou subestimação) (Del Ponte et al., 2017; Bock et al., 2020; Bock et al., 

2022). Nesse contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de escalas diagramáticas, 

para padronizar as avaliações no campo, visando minimizar essa variabilidade. 

 Essas escalas fornecem referências visuais objetivas que padronizam as avaliações 

entre diferentes observadores (Bock et al., 2022). Até o momento, a ausência de um 

método de avaliação padronizado para a pinta preta da pinha limita a confiabilidade de 

estudos de campo e a eficácia das decisões de controle. 

 Nesse sentido, os objetivos deste estudo foram caracterizar a etiologia e a 

filogenética do agente causal (i), analisar a interação histopatológica, descrevendo o 

padrão de invasão das hifas e o desenvolvimento das fases anamórfica e teleomórfica nos 

tecidos foliares (ii) e desenvolver e validar uma escala diagramática para permitir 

estimativas de severidade mais precisas, padronizadas e reproduzíveis (iii). 

 O conjunto destes estudos busca fornecer base científica necessária para o 

desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitário eficazes para a cultura da pinha 

no Brasil.  
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Etiologia e caracterização filogenética de uma nova espécie de Cryptophyllachora 

causando pinta preta em Annona squamosa no Brasil* 
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Etiologia e caracterização filogenética de uma nova espécie de Cryptophyllachora 

causando pinta preta em Annona squamosa no Brasil 

 

RESUMO 

A pinha (Annona squamosa L.) possui grande relevância econômica no Brasil, porém sua 

produtividade é limitada por patógenos fúngicos. Recentemente, uma epidemia de pinta 

preta, caracterizada por lesões coalescentes e intensa desfolha, foi observada em pomares 

no município de Anagé, Bahia, Brasil. Diante da escassez de informações sobre o agente 

etiológico, este trabalho objetivou descrever a etiologia e sintomatologia da doença, 

caracterizar morfologicamente o patógeno e determinar sua posição filogenética. Para 

isso, folhas sintomáticas foram coletadas e submetidas a exames microscópicos e cortes 

histológicos processados em resina de glicol-metacrilato. A identificação molecular foi 

realizada por meio da extração de DNA, amplificação via PCR e sequenciamento das 

regiões ITS, LSU e SSU, seguidos de análise filogenética de Máxima Verossimilhança. 

Os resultados posicionaram o espécime (LFN) na ordem Chaetosphaeriales, como uma 

linhagem distinta dentro do gênero Cryptophyllachora, apresentando 99,93% de suporte 

de bootstrap como grupo irmão de Cryptophyllachora ambrosiae e Cryptophyllachora 

eurasiatica. Morfologicamente, o espécime LFN diferenciou-se pelas dimensões 

superiores de seus ascósporos fusiformes (32,7–45,81 µm). A doença manifestou-se com 

alta severidade durante a estação chuvosa (março a julho), causando desfolha prematura. 

Conclui-se que a pinta preta em A. squamosa no Brasil é causada por uma nova espécie 

de Cryptophyllachora, configurando o primeiro registro mundial deste gênero em uma 

anonácea. Esta descoberta preenche uma lacuna taxonômica fundamental e fornece a base 

científica necessária para o desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitário 

eficazes para a cultura. 

 

Palavras-chave: Fruta do conde, Pinha, Ascomiceto, Cryptophyllachora sp., 

Annonaceae. 
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ABSTRACT 

Sugar apple (Annona squamosa L.) holds great economic relevance in Brazil; however, 

its productivity is limited by fungal pathogens. Recently, an epidemic of black spot, 

characterized by coalescing lesions and intense defoliation, was observed in orchards in 

the municipality of Anagé, Bahia, Brazil. Given the scarcity of information regarding the 

etiological agent, this study aimed to describe the etiology and symptomatology of the 

disease, morphologically characterize the pathogen, and determine its phylogenetic 

position. To achieve this, symptomatic leaves were collected and subjected to 

microscopic examination and histological sections processed in glycol-methacrylate 

resin. Molecular identification was performed through DNA extraction, PCR 

amplification, and sequencing of the ITS, LSU, and SSU regions, followed by Maximum 

Likelihood phylogenetic analysis. The results positioned the specimen (LFN) within the 

order Chaetosphaeriales as a distinct lineage within the genus Cryptophyllachora, 

presenting 99.93% bootstrap support as a sister group to Cryptophyllachora ambrosiae 

and Cryptophyllachora eurasiatica. Morphologically, the LFN specimen was 

distinguished by the larger dimensions of its fusiform ascospores (32.7–45.81 µm). The 

disease manifested with high severity during the rainy season (March to July), causing 

premature defoliation. It is concluded that black spot on A. squamosa in Brazil is caused 

by a new species of Cryptophyllachora, representing the first worldwide record of this 

genus on an Annonaceae host. This discovery fills a fundamental taxonomic gap and 

provides the necessary scientific basis for the development of effective phytosanitary 

management strategies for the crop. 

 

Keywords: Sugar apple, Custard apple, Ascomycete, Cryptophyllachora sp., 

Annonaceae. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 A pinha (Annona squamosa L.), também conhecida como fruta-do-conde, é uma 

das anonáceas de maior relevância econômica no Brasil, especialmente na região 

Nordeste, devido à sua adaptação ao clima semiárido e alto valor comercial (Costa et al. 

2002; Lemos 2014; Queiroga et al. 2023). No estado da Bahia, o cultivo da pinha 

representa uma importante fonte de renda para pequenos e médios produtores (Oliveira 

et al. 2016; Queiroga et al. 2023). No entanto, a produtividade desta cultura é 

constantemente afetada por patógenos fúngicos que causam danos foliares e reduzem a 

capacidade fotossintética das plantas (Costa et al. 2019; Huang et al. 2025; Zulperi et al. 

2026).  

 Em levantamentos fitopatológicos realizados no município de Anagé, Bahia, 

observou-se uma epidemia de pinta preta em pomares de A. squamosa durante a estação 

chuvosa. Os sintomas eram caracterizados por lesões coalescentes com abundante 

presença de picnídio e peritécios. Além disso, plantas com folhas sintomáticas 

apresentavam uma intensa queda foliar. 

 Com a escassez de conhecimento sobre o agente causal dessa doença, os 

produtores possuem uma dificuldade de manejo fitossanitário, o que, consequentemente, 

resulta em perdas de produtividade. Desse modo, o conhecimento sobre o patógeno e os 

impactos que este pode causar na produção são de suma importância para o sucesso no 

manejo fitossanitário (Kiros-Meles e Abang 2008; Ahmed et al. 2023).  

 Portanto, este trabalho teve como objetivos: (i) descrever a etiologia e a 

sintomatologia da nova doença em A. squamosa; (ii) caracterizar morfologicamente as 

fases anamórfica e teleomórfica do agente causal; e (iii) determinar a posição filogenética 

do patógeno por meio de sequenciamento genético. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

3.2.1 Coleta e exame microscópico 

 Amostras de folhas de pinha (Annona squamosa), apresentando sintomas típicos 

de pinta preta, foram coletadas em pomares comerciais no município de Anagé, Bahia 
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(14°36'55.9"S, 41°11'47.6"W). O material foi acondicionado em sacos de papel e 

transportado para o Laboratório de Fitopatologia da Universidade Estadual do Sudoeste 

da Bahia (UESB), campus de Vitória da Conquista. A morfologia das estruturas fúngicas 

foi examinada utilizando-se lupa estereoscópica e microscopia óptica. Foram coletados 

os cirros e colocados sobre lâmina com água destilada para observações em microscópio 

ótico e, em seguida, realizada a medição dos ascos, ascósporos e conídios. 

 Além disso também foram realizados cortes histopatológicos das folhas 

sintomáticas. As amostras foram coletadas com o auxílio de uma lâmina de barbear e 

submetidas imediatamente à fixação em solução constituída por glutaraldeído (2,5%), 

paraformaldeído (4%), sacarose (3%) e cloreto de cálcio (0,2 mM L⁻¹) em tampão fosfato 

0,2 M (pH 7,2) (Karnovsky 1965). Este procedimento ocorreu a 6 °C, durante um período 

de 24 horas. Na sequência, o material foi lavado em água destilada e foi desidratado 

parcialmente por meio de uma série progressiva de etanol até a concentração de 95%. A 

inclusão foi realizada em resina de glicol-metacrilato (Historesin® Leica), seguindo o 

protocolo do fabricante. 

 Posteriormente, foi realizado o seccionamento dos blocos contendo as amostras 

em um micrótomo rotativo Leitz 1212 (Ernst Leitz Wetzlar). Os cortes foram obtidos com 

espessura de 3 µm (Leitão 2021), visando a otimização dos protocolos histoquímicos 

(Leitão 2018). 

 Uma lâmina de cada amostra foi reservada sem coloração para servir como 

"branco", enquanto as demais foram destinadas a técnicas de coloração e histoquímica: A 

caracterização estrutural e as inferências histoquímicas foram realizadas por meio da 

coloração com azul de toluidina (TBO) a 0,025% em tampão McIlvaine (pH 4,0), durante 

15 minutos (O'Brien et al. 1964; Ribeiro e Leitão 2020). A identificação de 

polissacarídeos insolúveis foi realizada via teste de ácido periódico-Schiff (PAS) 

(McManus 1948; Maia 1979). 

 Finalizada as etapas de coloração/histoquímica, as lâminas foram lavadas em água 

destilada, secas ao ar e devidamente armazenadas. As observações e os registros 

fotográficos foram realizados em microscópio de luz Leica DM750, mediante a confecção 

de lâminas em água destilada, com auxílio do sistema de captura ICC50HD (Leica 
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Microsystems) acoplado a um microcomputador, usando o software Leica LAS EZ. 

 

3.2.2 Extração de DNA genômico 

 A extração do DNA genômico foi realizada a partir de picnídios e peritécios 

retirados diretamente de tecidos foliares, utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA 

Purification (Promega), seguindo o protocolo do fabricante com modificações. 

 Cerca de 1 mg de picnídios e peritécios foram macerados com 1 mg de areia de 

aquário autoclavada, acrescidos de 600 µL de Nuclei Lysis Solution, em cadinho. Os 

picnídios e peritécios macerados foram transferidos para microtubos de 1,5 mL e 

incubados a 65 °C, por 15 minutos, em banho-maria. Foram adicionados 3 µL de RNase, 

seguidos de incubação em banho-maria a 37 °C, por 15 minutos, e posteriormente 

mantidos por 5 minutos em temperatura ambiente. 

 Adicionaram-se 200 µL de Protein Precipitation Solution, homogeneizou-se em 

vórtex e a amostra foi submetida à centrifugação a 14.000 rpm por 3 minutos. Cerca de 

600 µL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo e acrescidos de 600 

µL de isopropanol. Em seguida, realizou-se a mistura por inversão para precipitação do 

ácido nucleico, seguida de centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto. 

 O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 600 µL de etanol 70%, 

seguido de centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto. O etanol foi removido e o pellet foi 

seco à temperatura ambiente. 

 Por fim, o pellet foi ressuspendido em 50 µL de DNA Rehydration Solution.  

 

3.2.3 Amplificação e sequenciamento de DNA 

 As amplificações das regiões ITS, LSU (primers LROR e LR5) e SSU (primers 

NS1 e NS4) do DNA foram realizadas em 25 μl de misturas de PCR contendo 8,5 μl de 

Nuclease Free Water, 12,5 μl de Master Mix, 2 μl de DNA molde e 1 μl de cada primer 

(10 μM). O programa de ciclo térmico da PCR foi uma etapa inicial de 3 min, a 94°C, 

seguida por 35 ciclos de 30 s a 94°C, 58 s a 30°C, e 1 min a 72°C, com uma extensão 

final de 10 min a 72°C. 

 As sequências obtidas foram editadas para a construção de sequências consenso e 
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submetidas a buscas de similaridade no banco de dados GenBank, via ferramenta 

BLASTn, para identificação preliminar em nível de gênero. 

 

3.2.4 Análise filogenética 

 A árvore filogenética de inferência Bayesiana foi reconstruída a partir do 

alinhamento combinado das sequências de ITS, LSU e SSU do espécime de 

Cryptophyllachora sp. nov.  

 

3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Sintomatologia e ecologia 

 A doença manifesta-se inicialmente como pequenas lesões marrons, dispersas na 

lâmina foliar (Fig. 1a) que, em condições de alta umidade e temperaturas amenas, 

coalescem atingindo até 20 mm de diâmetro. As lesões são circulares, marrom-claras, 

apresentando frequentemente ruptura do tecido central e a presença de 15 a 90 clípeos e 

picnídios na face adaxial da folha (Fig. 1b). Além disso foi possível observar a produção 

de cirros como dispersão dos esporos, tanto nos picnídios como nos peritécios (Fig. 1c). 

A ocorrência foi observada principalmente durante os meses de março a julho, no 

semiárido baiano, podendo causar queda prematura das folhas em infecções severas. 
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Fig. 1 Sintomas de Cryptophyllachora sp. em Annona squamosa. a. Ramo com folhas 

sintomáticas com lesões necróticas; b. Detalhe ao estereoscópio dos picnídios e peritécios 

na face adaxial da folha; c. Detalhes dos picnídios e peritécios com cirros em evidência 

(setas) vistos ao estereoscópio. 

 

3.3.3.2 Filogenia molecular 

 A análise filogenética, baseada no conjunto de dados combinados (ITS, LSU e 

SSU), posicionou o espécime LFN dentro da ordem Chaetosphaeriales (incertae sedis). 

Na árvore filogenética, o espécime LFN foi recuperado como membro do clado com o 

gênero Cryptophyllachora, apresentando um suporte de 99,93% (Figura 2). A topologia 

indica que o espécime fúngico de Annona squamosa representa uma linhagem distinta, 

situada como grupo irmão de C. ambrosiae e C. eurasiatica (Kiss et al. 2018). A 

divergência genética observada, somada à distância filogenética entre os hospedeiros 
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(Annonaceae vs. Asteraceae), sustenta a proposição de um novo táxon. 

  

 

Fig. 2 Árvore filogenética com sequência do espécime LFN considerando as regiões 

genômicas ITS, LSU e SSU. O espécime de Cryptophyllachora sp. nov está destacado 

em negrito como LFN. A barra de escala representa o número de alterações esperadas por 

sítio.  

 

 O patógeno associado a esta doença foi inicialmente descrito como Ophiodothella 

annonae, com base somente nas características morfológicas. Contudo, de acordo com as 

análises filogenéticas baseadas nas sequências de ITS, LSU e SSU, não foi revelado 

nenhum parente próximo do espécime, previamente classificado e identificado como O. 

annonae. Portanto, esta espécie foi caracterizada neste trabalho como Cryptophyllachora 

longispora. 
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3.3.3 Taxonomia 

Cryptophyllachora longispora comb. nov.  

Etimologia: Refere-se à característica de conídios alongados desta espécie. 

 

As estruturas estromáticas (clípeos) são de coloração negra intensa (Fig. 3a), 

ocorrendo de forma isolada ou coalescidas sobre o tecido necrótico. Já os peritécios são 

imersos no mesofilo, subglobosos a subpiriformes, com 130–238 µm de largura e 152–

255 µm de altura e recobertos por um clípeo negro (Fig. 3a), ligeiramente elevado. Ascos 

amplamente cimbiformes, unitunicados, de paredes finas, com 8 esporos (Fig. 3b, c), 

medindo 61,6–88,9 µm x 11,6–27,9 µm. Ascósporos hialinos, fusiformes, e ligeiramente 

curvos, afilando-se gradualmente em direção às extremidades, medindo 32,7–45,81 x 

4,2–5,0 µm, unicelulares, de paredes finas e lisas, com vacúolos (Fig. 3d).  

 

 

Fig. 3 Estruturas reprodutivas do teleomorfo de Cryptophyllachora sp. a. Panorama do 

corte longitudinal do peritécio imerso no mesofilo de Annona squamosa, com clípeo em 

evidência (seta); b. Detalhe dos ascos (setas); c. Detalhe dos ascos em suspensão. d. 

Detalhe dos ascósporos em suspensão. Barras de escala em micrômetros (μm). 

  

O anamorfo possui picnídios subglobosos ou achatados, marrom-escuros, 

ligeiramente erumpentes, 130–327,5 µm de largura. Desenvolvem-se abaixo à epiderme 

adaxial (Fig. 4b), com produção de cirros (Fig. 4 c). Conídios filiformes, hialinos, lisos, 

unicelulares, medindo 11,3–17,3 x 0,9–1,3 µm (Fi. 4d). Além disso, possui hifas septadas 
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presentes em todo o mesófilo (Fig. 4a). 

 

Fig. 4 Estruturas vegetativas e reprodutivas do anamorfo de Cryptophyllachora sp. 

crescendo na folha de Annona squamosa. a. Detalhe de hifa septada (seta); b- Picnídio se 

desenvolvendo subjacente à epiderme adaxial do hospedeiro, visualizando cirros 

(asterisco); c. Detalhe do picnídio mostrando o extravasamento dos cirros com conídios 

(asteriscos); d. Detalhe dos conídios. Legenda: CPH – célula parenquimática do 

hospedeiro. Barras de escala em micrômetros. 

 

3.4 DISCUSSÃO 

A classificação taxonômica do espécime LFN exemplifica os desafios históricos 

na identificação de ascomicetos biotróficos foliares. Com base somente nas características 

micromorfológicas, este patógeno, associado à Annona squamosa, no Brasil foi 

originalmente identificado e descrito como Ophiodothella annonae por Bezerra et al. 

(2006). A semelhança morfológica das estruturas, aliada ao formato dos ascósporos, 

levou ao seu posicionamento inicial na família Phyllachoraceae (Cannon 1991; Cannon e 

Evans 1999).  

Contudo, os gêneros de Phyllachora não possuem a presença de clípeo, como foi 

observado no Cryptophyllachora longispora. Sendo essa uma característica importante 

para a descrição e diferenciação.  

Esse fenômeno de reclassificação é análogo ao ocorrido com o trabalho 

desenvolvido por Kiss et al. (2018), no qual a espécie C. ambrosiae foi inicialmente 

descrita e referenciada dentro do gênero Phyllachora (especificamente como P. 

ambrosiae). Assim como no caso do espécime LFN, a transição de Phyllachora 
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(Phyllachorales) para Cryptophyllachora (Chaetosphaeriales) só foi possível após a 

análise de sequenciamento de DNA. 

A identificação do espécime LFN como uma nova espécie de Cryptophyllachora 

expande significativamente o conhecimento sobre a diversidade e a gama de hospedeiros 

deste gênero recentemente estabelecido. Os resultados deste trabalho confirmam que o 

patógeno da pinha (A. squamosa), no Brasil, pertence ao clado de ordem 

Chaetosphaeriales (incertae sedis), distanciando-se filogeneticamente do gênero 

Phyllachora (Phyllachorales). 

Até o momento, as espécies conhecidas de Cryptophyllachora foram relatadas 

principalmente em hospedeiros das famílias Asteraceae, em regiões da Eurásia e América 

do Norte, sendo relatadas como Cryptophyllachora eurasiatica e Cryptophyllachora 

ambrosiae (Kiss et al. 2018). 

 Há poucas informações sobre Cryptophyllachora, aparentemente biotrófico 

obrigatório, sendo este o primeiro estudo sobre sua morfologia e desenvolvimento na 

cultura da pinha (Annona squamosa) e no hemisfério Sul. A ocorrência de membros deste 

gênero em anonáceas permanecia, até então, desconhecida. 

 Morfologicamente, o espécime LFN apresenta características diagnósticas que o 

separam das C. eurasiatica e C. ambrosiae, descritas por Kiss et al. (2018). Enquanto C. 

eurasiatica e C. ambrosiae possuem ascósporos cilíndricos que variam entre 12 e 22 µm 

de comprimento (Kiss et al. 2018), o espécime LFN apresenta ascósporos fusiformes e 

ligeiramente curvos, consideravelmente mais longos, medindo 32,7–45,81 µm. A posição 

filogenética do espécime LFN com as espécies C. eurasiatica e C. ambrosiae formaram 

um ramo como grupo irmão da ordem Chaetosphaeriales, com alto suporte de bootstrap 

(99,93%). 

 Diferentemente das observações de C. eurasiatica, cuja infecção muitas vezes é 

utilizada para o biocontrole de plantas daninhas, a nova espécie Cryptophyllachora sp. 

em A. squamosa demonstrou alta virulência, sob condições favoráveis. A ocorrência está 

associada à estação chuvosa e com temperaturas mais amenas na região de Anagé-BA, 

iniciando no final do verão (março), com aumento na incidência no outono (março a 

junho) e, no inverno (junho a setembro), os sintomas da doença começam a desaparecer.  
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Com o avanço da doença na pinha, há uma rápida coalescência das lesões 

atingindo 20 mm, com formação de clípeos densos e uma desfolha prematura. Indicando 

que o fungo interfere na capacidade fotossintética da planta e, como consequência, reduz 

a produtividade. Estas características indicam um dano destrutivo similar ao relatado em 

1935 para C. ambrosiae nos EUA (Kiss et al. 2018). Estes aspectos demonstram o risco 

fitossanitário para os pomares de anonáceas no semiárido. 

 Este trabalho representa o primeiro registro de Cryptophyllachora sp. causando 

doença em uma Annonaceae (Annona squamosa) no Brasil. A descoberta de uma fase 

anamórfica coexistindo com o teleomorfo fornece uma visão completa do ciclo de vida 

deste patógeno. A ausência de sequências similares no GenBank (>90%), para o espécime 

LFN, destaca a necessidade de maiores inventários micológicos para este gênero descrito 

recentemente. 

 

3.5 CONCLUSÕES  

A pinta preta em Annona squamosa, no Brasil, é causada por uma nova espécie 

de Cryptophyllachora, representando o primeiro registro mundial deste gênero em uma 

Annonaceae.  

A análise filogenética multigênica e a caracterização morfológica confirmaram 

que o espécime LFN constitui uma linhagem distinta, diferenciando-se das espécies 

descritas em Asteraceae. 

A identificação precisa deste agente etiológico preenche uma lacuna taxonômica 

fundamental e fornece uma base científica para o desenvolvimento de estratégias de 

manejo fitossanitário eficazes para a cultura da pinha no Brasil. 
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Análise histopatológica da interação Cryptophyllachora sp. X pinha (Annona 

squamosa): colonização e estruturas reprodutivas 

 

 

RESUMO 

A pinha (Annona squamosa) é uma frutífera de elevada importância econômica, cuja 

produtividade é frequentemente limitada por doenças foliares. Nesse sentido, o presente 

trabalho objetivou caracterizar a interação histopatológica entre o patógeno emergente 

Cryptophyllachora sp. e folhas de A. squamosa, visando elucidar os mecanismos de 

patogênese e as respostas estruturais do hospedeiro. Folhas sintomáticas foram 

submetidas ao processamento histológico convencional, com cortes transversais corados 

com azul de toluidina e utilizado o teste de ácido periódico-Schiff. A análise microscópica 

revelou uma colonização de toda a folha e de forma agressiva, com hifas septadas 

apresentando crescimento inter e intracelular nas camadas do mesofilo. Notavelmente, o 

patógeno invadiu os feixes vasculares, colonizando tanto o xilema quanto o floema, o que 

fundamenta a severa necrose e a desfolha precoce, observadas macroscopicamente. O 

fungo exibiu um ciclo caracterizado pela coexistência de picnídios subepidérmicos e 

peritécios imersos profundamente no parênquima, ambos exsudando esporos via cirros. 

Uma característica interessante observada foi a presença da mucilagem fisiológica 

presente nos idioblastos e a associação das hifas do patógeno próximas e inseridas nessa 

mucilagem. Embora o hospedeiro tenha ativado respostas de defesa, evidenciadas pelo 

acúmulo de compostos fenólicos, essas barreiras foram insuficientes para conter o avanço 

do patógeno. Conclui-se que Cryptophyllachora sp. possui um alto nível de 

especialização e virulência, utilizando estratégias de invasão vascular e exploração 

metabólica de recursos do hospedeiro para estabelecer uma infecção agressiva. 

 

Palavras-chave: Annonaceae, Histoquímica, Interação planta-patógeno, Mucilagem. 
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ABSTRACT 

Sugar apple (Annona squamosa) is a fruit crop of high economic importance, whose 

productivity is frequently limited by foliar diseases. This study aimed to characterize the 

histopathological interaction between the emerging pathogen Cryptophyllachora sp. and 

leaves of A. squamosa, seeking to elucidate pathogenesis mechanisms and host structural 

responses. Symptomatic leaves were subjected to conventional histological processing, 

with cross-sections stained with toluidine blue and the periodic acid-Schiff test. 

Microscopic analysis revealed an aggressive and systemic colonization, with septate 

hyphae exhibiting inter- and intracellular growth throughout the mesophyll layers. 

Notably, the pathogen invaded the vascular bundles, colonizing both the xylem and the 

phloem, which underlines the severe necrosis and premature defoliation observed 

macroscopically. The fungus exhibited a cycle characterized by the coexistence of 

subepidermal pycnidia and perithecia deeply immersed in the parenchyma, both exuding 

spores via cirri. An interesting feature observed was the presence of physiological 

mucilage within idioblasts and the association of the pathogen’s hyphae near and 

embedded within this mucilage. Although the host activated defense responses, evidenced 

by the accumulation of phenolic compounds, these barriers were insufficient to contain 

the pathogen's advancement. It is concluded that Cryptophyllachora sp. possesses a high 

level of specialization and virulence, utilizing vascular invasion strategies and metabolic 

exploitation of host resources to establish an aggressive infection. 

 

Keywords: Annonaceae, Histochemistry, Plant-pathogen interaction, Mucilage. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 Nativa da América tropical, a pinha, também conhecida como fruta-do-conde 

(Annona squamosa L.), é cultivada em diversas regiões devido à sua capacidade de 

adaptação. Sua tolerância a diferentes tipos de solo e regimes climáticos permite que seja 

explorada comercialmente em zonas de clima tropical e subtropical (Moura et al. 2021; 

Fan et al. 2025; Singh et al. 2025).  

 No entanto, a produtividade e a longevidade dos pomares têm sido severamente 

limitadas pela ocorrência de doenças fúngicas foliares, que comprometem a capacidade 

fotossintética e induzem a desfolha precoce das plantas (Costa et al. 2019; Huang et al. 

2025; Zulperi et al. 2026). Entre os patógenos emergentes associados a essa cultura, o 

fungo Cryptophyllachora sp. tem despertado atenção devido à sua agressividade e à 

complexidade de suas interações com o hospedeiro. 

 Embora a sintomatologia macroscópica dessas manchas foliares seja descrita por 

lesões necróticas circulares, os mecanismos celulares da patogênese desse fungo em A. 

squamosa ainda são pouco compreendidos. A eficácia de uma colonização fúngica 

depende de várias estratégias que incluem a penetração nos tecidos, a neutralização das 

defesas químicas do hospedeiro e a exploração de recursos fisiológicos para o 

crescimento micelial (Ferreira et al. 2006; Presti et al. 2015). Em anonáceas, a presença 

de estruturas glandulares e o acúmulo de substâncias, como a mucilagem e compostos 

fenólicos, constituem barreiras potenciais que o patógeno deve superar para estabelecer a 

infecção (Bakker e Gerritsen 1992). 

 A histopatologia vegetal é uma ferramenta importante para elucidar essas 

interações, permitindo a visualização direta da invasão tecidual e do desenvolvimento das 

estruturas reprodutivas (Agrios 2008; Glass et al. 2025). Contudo, para o patossistema A. 

squamosa – Cryptophyllachora sp., há uma lacuna de informações sobre a dinâmica de 

colonização micelial. 

 Diante desse cenário, o presente trabalho teve como objetivo realizar a 

caracterização histopatológica da infecção por Cryptophyllachora sp. em folhas de A. 

squamosa. Buscou-se analisar o padrão de invasão das hifas, a localização e 

desenvolvimento das estruturas reprodutivas (picnídios e peritécios), bem como as 
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respostas estruturais e bioquímicas do hospedeiro, visando preencher a lacuna existente e 

auxiliar na compreensão da patogênese e o futuro desenvolvimento de estratégias de 

manejo fitossanitário. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Coleta das amostras 

 Foram coletadas folhas de pinha (Annona squamosa L.) apresentando sintomas 

típicos de infecção por Cryptophyllachora sp. com manchas foliares necróticas, bem 

como folhas de aspecto sadio, em pomar comercial em Anagé - BA.  

 

4.2.2 Microscopia óptica 

 As amostras foram removidas com uma lâmina de barbear e imediatamente 

fixadas em uma solução contendo 2,5% de glutaraldeído, 4% de paraformaldeído, 3% de 

sacarose e 0,2 mM L⁻¹ de cloreto de cálcio em tampão fosfato 0,2 M a pH 7,2 (Karnovsky 

1965) a 6 °C, por 24 h. Posteriormente, as amostras foram lavadas em água destilada, 

parcialmente desidratadas em uma série progressiva de etanol até 95% e incluídas em 

resina de glicol-metacrilato (Historesin® Leica), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 Os blocos contendo as amostras foram seccionados em um micrótomo rotativo 

Leitz 1212 (Ernst Leitz Wetzlar), ajustado para 3 µm (Leitão 2021), obtendo-se cortes 

seriados de forma otimizada para histoquímica (Leitão 2018). 

 Para cada amostra, uma das lâminas contendo cortes histológicos foi mantida sem 

coloração para servir de “branco”. As demais lâminas foram submetidas a técnicas de 

coloração e histoquímica: para caracterização estrutural e inferências histoquímicas, as 

lâminas foram coradas com azul de Toluidina (TBO) a 0,025% em tampão McIlvaine pH 

4,0, por 15 minutos (O'Brien et al. 1964; Ribeiro e Leitão 2020). 

 Para a detecção de polissacarídeos insolúveis, utilizou-se o teste com ácido 

periódico-Schiff (PAS) (McManus 1948; Maia 1979). Após a coloração, as lâminas com 

os cortes foram lavadas em água destilada, secas ao ar e armazenadas em estojos 

apropriados. 
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 Para a observação e aquisição de micrografias, as lâminas foram montadas com 

uma lamínula e água destilada, e analisadas com um microscópio de luz Leica DM750, 

equipado com um sistema de captura de imagem digital ICC50HD (Leica Microsystems), 

acoplado a um microcomputador, usando o software Leica LAS EZ. 

 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Invasão micelial e distribuição das hifas 

 A análise dos cortes histológicos de folhas de Annona squamosa infectadas com 

Cryptophyllachora sp. revelou uma colonização fúngica extensa no interior dos tecidos 

do hospedeiro. 

 As estruturas vegetativas do patógeno foram consistentemente identificadas como 

hifas septadas (Fig. 1a) que exibiram um padrão de crescimento tanto intercelular quanto 

intracelular (Fig. 1b). 

 A distribuição das hifas foi observada de forma abrangente em todas as camadas 

do mesofilo, tanto no parênquima lacunoso, quanto no parênquima paliçádico (Fig. 1c, d, 

e, h). As hifas também se encontravam presentes na epiderme, na face adaxial (Fig. 1f) e 

na face abaxial, nos estômatos (Fig. 1g), indicando possíveis locais de entrada do 

patógeno. Além disso, as hifas foram identificadas colonizando os feixes vasculares, tanto 

o floema quanto o xilema (Fig. 2c, d, e). 
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Fig. 1 Cortes transversais da lâmina foliar de Annona squamosa infestada por 

Cryptophyllachora sp. a. Feixe vascular em corte longitudinal evidenciando hifas 

septadas (setas) em células do floema; b. Panorama da lâmina foliar com inúmeras hifas 

em espaços intercelulares (setas longas) e dentro das células do hospedeiro (setas curtas); 

c. Corte transversal de nervura, evidenciando hifas (setas) em células de todos os tecidos; 

d. Corte longitudinal de feixe vascular, evidenciando hifa em elemento de vaso; e. Corte 

longitudinal de feixe vascular, evidenciando hifas em células de todos os tecidos; f. 

Detalhe de hifas (setas) invadindo a folha através da epiderme da face adaxial; g. Detalhe 

de hifas (seta) atravessando o estômato e ocupando a câmara subestomática; h. Detalhe 

de hifa atravessando plasmodesmos entre célula epidérmica e célula de parênquima 

paliçádico. Legendas: CBF - célula da bainha do feixe, CSE - câmara subestomática, Co 

- colênquima, Ep - epiderme, Fb - fibras, Flo - floema, IM - idioblasto mucilagionos, PF 

- parênquima fundamental, PL - parênquima lacunoso, PP - parênquima paliçádico, Xi - 

xilema. Barras de escala em micrômetros 

 

4.3.2 Localização e morfologia das estruturas assexuadas (picnídios) e sexuadas 

(peritécios) 

 Foi observada a presença de picnídios e peritécios coexistindo nas mesmas lesões 

(Fig. 2a). As estruturas de reprodução assexuada, identificadas como picnídios, foram 

observadas consistentemente, desenvolvendo-se nas células epidérmicas do hospedeiro 
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(Fig. 2b). À medida que a massa de conídios atingiu a maturação, a pressão exercida 

resultou no rompimento das paredes anticlinais e elevação da parede periclinal externa 

com posterior ruptura dela. Como consequência, observou-se o extravasamento da massa 

de conídios, caracterizado como cirro (Fig. 2c).  

 Em contraste com os picnídios, as estruturas de reprodução sexuada, os peritécios, 

foram localizados em camadas mais profundas do tecido foliar (Fig. 2d). Estas estruturas 

estavam totalmente imersas e bem estabelecidas no mesofilo, tanto no parênquima 

paliçádico como no lacunoso. Apesar de sua localização mais interna, também foi 

observada a ruptura da epiderme acima dos peritécios maduros. Similarmente aos 

picnídios, a liberação dos ascósporos ocorreu pela exsudação da massa de esporos em 

forma de cirros (Fig. 2e), o que possibilitou a exposição e eventual liberação dos 

ascósporos para o meio externo.  
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Fig. 2 Cortes transversais da lâmina foliar de Annona squamosa infestada por 

Cryptophyllachora sp. a. Panorama da lâmina foliar com picnídios e peritécios; b. 

Panorama da lâmina foliar com dois picnídios, com extravasamento de cirros (asteriscos); 

c. Detalhe de região com picnídio extravasando cirros de conídios (astericos); d. 

Panorama da lâmina foliar com dois peritécios, com ascos indicados (setas); e. Detalhe 

do ostíolo do peritécio com extravasamento de cirros. Legenda: As - ascos, CF - 

compostos fenólicos, IM - idioblasto mucilaginoso, Per - peritécio, Pic - picnídio. Barras 

de escala em micrômetros 

 

4.3.4 Resposta do hospedeiro e degradação tecidual 

 A infecção pelo patógeno fúngico induziu uma resposta destrutiva e intensa nos 

tecidos foliares. Macroscopicamente, esta atividade culminou na formação de manchas 
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foliares necróticas (Fig. 3a, b), evidenciando a morte celular extensa nas áreas adjacentes 

à formação dos corpos de frutificação (picnídios e peritécios) e produção de cirros (Fig. 

3c). 

 

 

Fig. 3 Visão geral dos sintomas de Cryptophyllachora sp. em Annona squamosa. a. Ramo 

com folhas sintomáticas; b. Detalhe da folha com lesões necróticas (setas); c. Visão ao 

estereoscópio da lâmina foliar com peritécios com cirros em evidência (setas). 

 

 O dano celular em folhas doentes foi significativo, caracterizado pela destruição 

da arquitetura do mesofilo. Observou-se o colapso estrutural e a lise celular do 

parênquima paliçádico e do parênquima lacunoso (Fig. 4a, c), quando comparado ao 

tecido sadio (Fig. 4b), correlacionando-se com a presença de hifas intercelulares e 

intracelulares, além dos corpos de frutificação. 

 Em lâminas histológicas, tanto de tecidos infectados quanto de tecidos sadios, foi 

observada a presença de estruturas contendo grande quantidade de mucilagem localizadas 

no parênquima lacunoso e o extravasamento dessa mucilagem, dispersando-se nos 

espaços intercelulares. 

 No entanto, em áreas de infecção, foi notada uma interação direta entre o patógeno 
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e a mucilagem. Hifas fúngicas foram observadas adjacentes e até mesmo penetrando a 

massa de mucilagem (Fig. 4e).  

 Também foi possível observar a diferença entre o acúmulo de amido em folhas 

sadias e doentes, com uma redução na presença de amido em plantas com ataque do 

Cryptophyllachora sp. (Fig. 4f, g). 

 Em adição, foi observada microscopicamente a presença de compostos fenólicos. 

Estes compostos, detectados pela cor verde-azulada (utilizando o corante azul de 

toluidina), estavam localizados em células circundantes às hifas e aos corpos de 

frutificação nas amostras sintomáticas com necrose (Fig. 4d). 

 

 

Fig. 4 Cortes transversais da lâmina foliar de Annona squamosa com (a, c, d-f) e sem (b, 

g) sintomas. a. Região necrosada; b. Lâmina com aspecto sadio; c. Região limítrofe de 

necrose, evidenciando compostos fenólicos (asteriscos); d. Detalhe de região superficial 

da folha, com hifas em células do parênquima paliçádico contendo compostos fenólicos 

(asterisco); e. Detalhe de mucilagem com hifas (setas) imersas; f. Panorama da folha 

sintomática com inconspícuos grãos de amido; g. Panorama de folha assintomática com 

vários grãos de amido. Legendas: IM - idioblasto mucilaginoso, PL - parênquima 

lacunoso, PP - parênquima paliçádico. Barras de escala em micrômetros 
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4.4 DISCUSSÃO 

 Investigações histopatológicas das interações planta-patógeno são necessárias 

para a compreensão de doenças emergentes em plantas. As observações detalhadas da 

interação entre o Cryptophyllachora sp. e as folhas de pinha (Annona squamosa) 

fornecem uma base sólida para a compreensão da patogênese e da agressividade deste 

fungo. A análise microscópica revelou um padrão de infecção altamente destrutivo, 

caracterizado pela colonização generalizada do mesofilo e pela presença de estruturas 

reprodutivas assexuadas e sexuadas. 

 Observou-se simultaneamente a presença de picnídios (estrutura assexuada) e 

peritécios (estrutura sexuada) nas mesmas lesões foliares, ambos liberando esporos em 

cirros. Este mecanismo de liberação exsudativa é importante, pois protege os esporos 

contra o dessecamento, visto que a matriz mucilaginosa que envolve os esporos atua como 

um agente higroscópico (Griffiths e Peverett 1980; Mondal e Parbery 2005; Qu et al. 

2017). Além disso, facilita a dispersão no ambiente, sugerindo um aumento do potencial 

de incidência da doença em campo. 

 A coexistência das fases sexuada e assexuada é importante, pois pode conferir ao 

patógeno maior adaptabilidade e variabilidade, fatores que podem estar relacionados à 

patogenicidade e à capacidade de superar resistências do hospedeiro (Ashu e Xu 2015; 

Madhushan et al. 2025).  

 A resposta de defesa da A. squamosa foi indicada pelo acúmulo de compostos 

fenólicos, detectados tanto em tecidos sadios (defesa constitutiva) quanto infectados 

(defesa induzida). A presença constitutiva de fenólicos sugere que a espécie possui um 

acúmulo bioquímico pré-formado (Dias et al. 2023).   

 A deposição de fenólicos é uma resposta de defesa do hospedeiro, uma vez que 

tais metabólitos possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes que auxiliam as 

plantas na neutralização de espécies reativas de oxigênio (EROs). Também servem como 

precursores para a lignificação das paredes celulares, o que pode reforçar as barreiras 

físicas contra a penetração fúngica (Kumar et al. 2020; Rashad et al. 2020). O aumento 

na concentração de compostos fenólicos, como mecanismo de defesa em resposta à 
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invasão fitopatogênica, é relatado em diversos patossistemas (Braga et al. 2019; Kumar 

et al. 2020; Braga et al. 2021; Khanday et al. 2024). 

 O sistema de defesa vegetal é ativado, quando receptores de reconhecimento de 

padrões identificam a ameaça. A resposta local inicial torna-se sistêmica por intermédio 

de sinalização molecular, o que permite a ativação de diversas vias de defesa em toda a 

extensão da planta (Kumar et al. 2020; Rashad et al. 2020).  

No entanto, os resultados indicam que essa barreira química foi insuficiente para 

inibir o desenvolvimento de Cryptophyllachora sp. A progressão da infecção, resultando 

em intensa destruição do parênquima, sugere que o patógeno possui mecanismos de 

virulência eficientes (Shalaby e Horwitz 2015). Esse comprometimento da estrutura foliar 

pode explicar a desfolha precoce observada em plantas de pinha acometidas por esse 

patossistema. 

Além disso, existe ainda a probabilidade de que a degradação e subsequente morte 

dos tecidos celulares representem uma reação de hipersensibilidade (Coll et al. 2011). 

Essa resposta fisiológica tem como objetivo a inibição da colonização fúngica, 

dificultando o acesso do fungo a tecidos sadios (Beardmore et al. 1983; Niks e Rubiales 

2002). 

A análise histoquímica também revelou uma alteração metabólica nos tecidos 

infectados, caracterizada pela redução no acúmulo de grãos de amido em comparação às 

folhas sadias. Em tecidos sadios, a presença abundante de amido no mesofilo reflete a 

eficiência do metabolismo e a manutenção das reservas energéticas da planta (Smith e 

Zeeman 2020). Contudo, foi possível perceber que a colonização por Cryptophyllachora 

sp. resultou em um menor armazenamento de amido.  

Isto pode ser atribuído ao comprometimento do aparato fotossintético decorrente 

da lise celular e da invasão dos tecidos vasculares, o que interrompe a síntese de 

fotoassimilados. Essa invasão interrompe o transporte de água e a síntese de 

fotoassimilados, que são essenciais para a produção de amido. A síntese de amido em 

plantas está intimamente ligada à fotossíntese, uma vez que o amido é produzido a partir 

do carbono fixado durante o dia e serve como reserva de carbono (Cho e Kang 2020; 

Smith e Zeeman 2020), desempenhando um papel na manutenção do crescimento vegetal 
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e nas respostas a estresses (Rojas et al. 2014; AbdElgawad et al. 2020). 

Um aspecto interessante do parasitismo observado reside na interação do patógeno 

com a mucilagem. A presença de células mucilaginosas é típica de representantes da 

família Annonaceae, inclusive já estudada em A. squamosa (Bakker e Gerritsen 1992). A 

observação de hifas próximas à mucilagem e, em alguns casos, inseridas nela foi 

identificada com frequência.  

A higroscopicidade acentuada da mucilagem interferiu na estabilidade dos cortes 

histológicos, promovendo distorções focais em determinadas áreas. Tais variações 

dificultaram a obtenção de um plano focal homogêneo, resultando em perda de nitidez 

em campos microscópicos onde o extravasamento desse conteúdo era mais denso. 

 

4.5 CONCLUSÕES  

A investigação histopatológica da interação entre Cryptophyllachora sp. e Annona 

squamosa demonstra que o patógeno possui uma estratégia de infecção altamente 

agressiva. A coexistência de picnídios e peritécios, com liberação de esporos via cirros, 

assegura a disseminação eficiente e a persistência do inóculo no campo.  

A colonização de toda a folha, que atinge inclusive os tecidos vasculares de xilema 

e floema, fundamenta o colapso estrutural e a severa necrose foliar que levam à desfolha 

precoce da cultura.  

A capacidade do fungo de superar a barreira química imposta pelos compostos 

fenólicos sugere elevada capacidade infectiva do patógeno nesse patossistema. Este 

trabalho fornece subsídios importantes para futuras estratégias de manejo fitossanitário 

da pinha atacada por Cryptophyllachora sp.. 
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Escala diagramática para avaliação da severidade da pinta preta em folhas de pinha* 
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Escala diagramática para avaliação da severidade da pinta preta em folhas de 

pinha 

 

RESUMO 

A demanda pelo cultivo da fruta-do-conde (Annona squamosa) tem crescido, 

evidenciando sua importância socioeconômica no Brasil. Contudo, doenças como a pinta 

preta (Cryptophyllachora sp.) têm causado perdas significativas na produtividade dessa 

cultura. Para avaliar a intensidade da pinta preta em pomares de pinha, é necessário 

desenvolver escalas diagramáticas que auxiliem na avaliação precisa e padronizada da 

severidade da doença, reduzindo, assim, a subjetividade das estimativas. O objetivo deste 

estudo foi desenvolver e validar uma escala diagramática para avaliação da severidade da 

a pinta preta em folhas de pinha. Regressão linear e coeficiente de correlação de 

concordância de Lin foram utilizados para avaliar a confiabilidade e a precisão dos 

avaliadores. Quarenta e sete folhas naturalmente infectadas, com diferentes níveis de 

severidade, foram utilizadas em um pomar localizado no município de Caetanos, BA, 

Brasil. A proporção da área foliar infectada foi determinada utilizando o software ImageJ, 

permitindo a quantificação da severidade da doença. Assim, desenvolveu-se uma escala 

diagramática com oito níveis de severidade (1,1, 1,6, 2,4, 3,7, 5,5, 8,3, 12,1, 17,5%), 

sendo 1,1% a menor e 17,5% a maior severidade observada em campo. Para validação, 

oito avaliadores realizaram duas avaliações: uma sem a escala e outra sete dias depois, 

utilizando a escala desenvolvida. O uso da escala melhorou a precisão (r = 0,69 e 0,14, 

com e sem a escala) e a acurácia, evidenciada pelo fator de correção de viés (Cb = 0,93 e 

0,36, com e sem a escala) dos avaliadores. A concordância interavaliadores foi superior 

nas estimativas de gravidade realizadas com a escala (ICC = 0,78; OCC = 0,73), em 

comparação com as avaliações sem o seu uso (ICC = 0,45; OCC = 0,18). Assim, a escala 

diagramática desenvolvida mostrou-se eficaz para estimar a gravidade da pinta preta da 

pinha, fornecendo estimativas de gravidade da doença mais precisas, padronizadas e 

reproduzíveis. 

 

Palavras-chave: Annona squamosa, Cryptophyllachora sp., Avaliação de doenças, 

Fitopatometria. 
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ABSTRACT 

 

The demand for sugar apple (Annona squamosa) cultivation has been growing, 

highlighting its socioeconomic importance in Brazil. However, diseases such as black 

spot (Cryptophyllachora sp.) have caused significant yield losses in this crop. To assess 

the intensity of black spot in sugar apple orchards, it is necessary to develop diagrammatic 

scales that aid in the accurate and standardized evaluation of disease severity, thereby 

reducing the subjectivity of estimates.The objective of this study was to develop and 

validate a diagrammatic scale for assessing the severity of black spot on sugar apple 

leaves. Linear regression and Lin's concordance correlation coefficient approaches were 

used to evaluate the reliability and precision of raters. Forty-seven naturally infected 

leaves with different severity levels were used from an orchard located in the municipality 

of Caetanos, BA, Brazil. The proportion of the infected leaf area was determined using 

the ImageJ software, allowing for the quantification of disease severity.Thus, a 

diagrammatic scale with eight severity levels (1.1, 1.6, 2.4, 3.7, 5.5, 8.3, 12.1, 17.5%) was 

developed, with 1.1% being the lowest and 17.5% being the highest severity observed in 

the field. For validation, eight raters performed two assessments: one without the scale 

and another, seven days later, using the developed scale. The use of the scale improved 

the precision (r = 0.69 and 0.14, with and without the scale) and the accuracy, evidenced 

by the bias correction factor (Cb = 0.93 and 0.36, with and without the scale) of the raters. 

Inter-rater agreement was superior in the severity estimates performed with the scale (ICC 

= 0.78; OCC = 0.73), compared to assessments without its use (ICC = 0.45; OCC = 0.18). 

Thus, the developed diagrammatic scale proved effective for estimating the severity of 

sugar apple black spot, providing more accurate, standardized, and reproducible disease 

severity estimates. 

 

Keywords: Annona squamosa, Cryptophyllachora sp., Disease assessment, 

Phytopatometry. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

A família Annonaceae compreende cerca de 130 gêneros e 2300 espécies de 

árvores e arbustos (Moreira et al. 2013). As espécies de Annonaceae são proeminentes 

em muitas regiões do Brasil e do mundo, notadamente pela produção de frutos 

comercialmente atrativos, como a pinha (Annona squamosa L.). 

 Apesar do crescente comércio e da demanda, problemas fitossanitários têm levado 

a perdas significativas na produção e na qualidade dos frutos (Thite et al. 2024). Entre 

esses problemas, a pinta preta, causada pelo fungo Cryptophyllachora sp., é 

particularmente notável por sua alta incidência e sintomas severos no campo (Figura 1). 

 

 

Fig. 1 Sintomas de pinta preta (Cryptophyllachora sp.) em folhas de Annona squamosa. 

 

Em plantas de pinha, a pinta preta compromete o desenvolvimento foliar e a 

eficiência fotossintética. Folhas infectadas exibem lesões arredondadas de coloração 

marrom-clara e com bordos escurecidos e podem cair prematuramente (Bezerra et al. 

2006). Com a desfolha, consequentemente, ocorre a redução na produção e qualidade dos 

frutos formados, o que tem desmotivado muitos agricultores a continuar com o cultivo 

desta cultura. As doenças foliares representam um dos principais desafios para a produção 

agrícola, afetando a saúde das plantas e reduzindo significativamente a produtividade das 

culturas. A quantificação de doenças de plantas é fundamental para o estudo e análise de 

epidemias, bem como para a avaliação de diferentes estratégias de manejo no campo e 
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comparação de variedades quanto à resistência (Madden et al. 2007).  

A avaliação visual da severidade de doenças foliares é uma prática comum no 

campo, porém está sujeita a altos graus de subjetividade, variações entre avaliadores e 

tendência à superestimação ou subestimação da severidade da doença (Bock et al. 2022). 

As estimativas de porcentagem dependem da percepção de cores no espectro visível, 

precisando identificar os sintomas e atribuir valores percentuais próximos ao valor da 

severidade real da doença (Bock et al. 2020). Para minimizar esses problemas, o 

desenvolvimento de escalas diagramáticas tem se mostrado uma ferramenta essencial. 

Escalas diagramáticas são representações visuais que padronizam a avaliação da 

severidade das doenças, fornecendo uma referência objetiva para avaliadores, 

independentemente de sua experiência (Del Ponte et al. 2017). Diversos estudos 

demonstram que o uso de escalas diagramáticas melhora a precisão e a acurácia das 

avaliações, contribuindo para uma gestão mais eficaz das doenças e para a tomada de 

decisões de manejo fitossanitário (Chiang e Bock 2022; Del Ponte et al. 2017).  

Apesar de sua importância, ainda não existe uma escala diagramática 

desenvolvida especificamente para a avaliação da pinta preta em pinha, o que destaca a 

necessidade de ferramentas que contemplem as particularidades dessa doença. Diante 

desse contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar uma escala 

diagramática para a avaliação da severidade da pinta preta em folhas de pinha. A nova 

escala visa reduzir a variabilidade nas estimativas visuais e aumentar a confiabilidade dos 

dados obtidos, oferecendo um recurso valioso para pesquisadores e agricultores na 

identificação e manejo da doença. 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

Para desenvolver os diagramas, foram coletadas folhas de plantas de pinha, 

naturalmente infectadas por Cryptophyllachora sp., apresentando diferentes níveis de 

severidade de pinta preta. As folhas foram coletadas em áreas de produção localizadas no 

município de Caetanos, Bahia, Brasil, (14°25`S, 41°04`W, altitude de 378 m), durante a 

temporada 2022-2024. Posteriormente, quarenta e sete folhas de pinha naturalmente 

infectadas foram digitalizadas com uma impressora (HP Smart Tank 584, Brasil) sobre 
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um papel branco e ao lado uma folha de papel quadriculado, com dimensões conhecidas. 

Para cada folha digitalizada, a proporção de área doente foi estimada por meio do 

software ImageJ, um software de código aberto utilizado para análise de imagens, 

comumente aplicado em estudos científicos para medir a área de interesse em imagens 

digitais (Schneider et al. 2012). Os valores mínimo e máximo de severidade observados 

nas amostras foram utilizados para determinar os limites inferior e superior da escala 

diagramática (SAD). A partir dos valores máximo e mínimo encontrados, foram 

determinados seis outros valores intermediários de severidade com base em incrementos 

logarítmicos (Horsfall e Barratt 1945; Kranz 1988; Bock et al. 2010). 

Para o desenvolvimento da representação gráfica da escala diagramática, foi 

utilizado o software de edição de imagens PAINT (https://www.microsoft.com/pt-

br/p/paint). Uma imagem representativa de uma folha de pinha foi utilizada como modelo. 

As características da folha, incluindo forma, tamanho e padrão espacial das lesões, foram 

cuidadosamente inseridas manualmente em cada diagrama, reproduzindo fielmente as 

lesões observadas em uma folha doente real. 

 

5.2.1 Validação da escala diagramática de área padrão (SAD) 

Um grupo de oito avaliadores, com e sem experiência, avaliaram as mesmas 47 

imagens das folhas utilizadas para a confecção da escala, com diferentes intensidades da 

doença. Para validar a SAD, foram fornecidas instruções sobre como reconhecer os 

sintomas e como avaliar a severidade da pinta preta da pinha (porcentagem de área foliar 

sintomática).  

As imagens foram exibidas de maneira aleatória, em slides individuais no software 

Microsoft PowerPoint, durante duas etapas distintas. Na primeira etapa, os avaliadores 

procederam a avaliação da severidade da doença sem utilizar a SAD. Uma semana depois, 

na segunda etapa, os avaliadores repetiram o processo, porém, desta vez, utilizando a 

SAD para fornecer estimativas sobre o mesmo conjunto de imagens.  

 

5.2.2 Precisão de confiabilidade das estimativas 

A precisão geral das estimativas, que se refere à proximidade das estimativas de 

https://www.microsoft.com/pt-br/p/paint
https://www.microsoft.com/pt-br/p/paint


 

 

57 

 

severidade com a severidade real (Madden et al. 2007; Bock et al. 2016), foi determinada 

para cada avaliador e condição (sem e com SAD) (Without, with SAD) com base no 

coeficiente de correlação de concordância de Lin (LCC, pc; Lin 1989), conforme sugerido 

para dados de doenças de plantas (Madden et al. 2007; Bock et al. 2010). Além disso, os 

componentes de precisão (precisão e fator de correção de viés) foram explorados para 

investigar as ramificações dos erros. 

 

5.2.3 Comparação da precisão e confiabilidade entre os métodos 

Um modelo linear misto generalizado foi ajustado aos dados dos parâmetros do 

LCC para cada avaliador. As avaliações (Sem, Com SAD) foram consideradas efeitos 

fixos e os avaliadores foram considerados efeitos aleatórios no modelo. As médias dos 

mínimos quadrados de cada parâmetro do LCC, sob as condições dos métodos de 

avaliação, foram comparadas usando-se o teste de Tukey com um nível de significância 

de 5%. 

A confiabilidade ou reprodutibilidade interavaliadores foi avaliada por dois 

métodos diferentes: o coeficiente de correlação intraclasse (CCI; Shoukri e Pause 1999) 

e a correlação de concordância geral (CCG), que é um método aprimorado do LCC para 

múltiplos avaliadores (Barnhart et al. 2002). Os CCIs foram comparados com base no 

intervalo de confiança. 

A relação entre o erro (desvio) das estimativas (gravidade estimada - gravidade 

verdadeira) e a gravidade verdadeira, bem como a distribuição de densidade dos erros de 

estimativa foram retratadas para cada avaliação (Sem, Com SAD). Por fim, explorou-se 

a relação entre o ganho/perda (SAD - Sem) na precisão geral e na precisão basal (Sem) 

para cada avaliador. 

 

5.2.4 Análise estatística 

Todo o processamento e análise de dados, bem como os gráficos foram realizados 

utilizando-se o software R (R Development Core Team, 2024). O pacote Tidyverse 

(Wickham et al. 2019) foi utilizado para preparação, transformação e visualização dos 

dados. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando-se os pacotes lme4, emmeans, 
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epiR, irr, car e broom. 

 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Desenvolvimento da escala diagramática de área padrão (SAD) 

O SAD foi desenvolvido com o propósito de abranger a totalidade da escala de 

severidade da pinta preta da pinha, conforme observado em condições de campo. Foram 

estabelecidos oito níveis intermediários de severidade, a partir de 47 folhas (Tabela 1), os 

quais representam as diferentes fases da progressão da doença, variando de 1,1 a 17,5%, 

com valores intermediários de 1,6; 2,4; 3,7; 5,5; 8,3 e 12,1% (Figura 2). 

 

Tabela 1 - Distribuição de frequência dos valores de severidade em intervalos unitários 

(%) da pinta preta da pinha (Cryptophyllachora sp.) 

Grau do intervalo (%) Frequência Frequência acumulada 

0-1,1 1 1 

1,2-1,6 1 2 

1,7-2,4 1 3 

2,5-3,7 10 13 

3,8-5,5 9 22 

5,6-8,3 9 31 

8,4-12,1 11 42 

12,2-17,5 5 47 

 

As imagens representam a superfície adaxial das folhas de pinha, onde os sintomas 

da infecção por Cryptophyllachora sp. são mais evidentes. O estágio inicial da infecção 

é caracterizado por pequenas lesões de coloração marrom-clara, com bordas mais escuras, 

distribuídas ao longo da lâmina foliar. Com o avanço da doença, as lesões aumentam em 

número e tamanho, frequentemente rompendo o tecido central das áreas afetadas. À 

medida que a doença progride, observa-se a coalescência das lesões, formando áreas 

necrosadas maiores. Essas características foram fielmente reproduzidas nos diagramas da 

escala, refletindo o padrão natural de evolução da doença em campo. 
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Fig. 2 Escala diagramática de área padrão desenvolvida para avaliar a severidade da pinta 

preta da pinha (Cryptophyllachora sp.) em folhas. As manchas pretas representam os 

sintomas encontrados na superfície adaxial das folhas. Cada valor representa a 

percentagem de severidade da pinta preta da pinha. 

 

5.3.2 Validação da escala diagramática  

Verificou-se uma relação linear positiva entre as estimativas visuais de severidade 

da pinta-preta, obtidas com e sem a utilização da escala diagramática, em comparação 

com os valores de severidade real. Contudo, a aplicação da escala resultou em estimativas 

mais acuradas da área foliar lesionada, apresentando maior proximidade em relação aos 

valores observados (Figura 3a). No que se refere ao erro de estimativa (estimado – real), 

observou-se redução consistente com o emprego da SAD (Figura 3b). Sem a utilização 

da escala, os resíduos apresentaram amplitude de –10 a 82,9, enquanto, com a adoção da 

SAD proposta para a pinta-preta, essa variação foi restringida ao intervalo de –9,6 a 7, 

evidenciando maior precisão e menor dispersão dos dados em torno de zero (Figura 3b). 
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Fig. 3 Validação da escala diagramática. a. Relação entre a severidade real e estimada da 

pinta preta em folhas de pinha sem escala e com escala; b. Relação entre o erro (estimativa 

- real) das estimativas visuais e estimativas reais (baseadas em software) da severidade 

da pinta preta em folhas de pinha. Em (a) a linha sólida representa a linha de regressão de 

melhor ajuste (cinza), a linha pontilhada (vermelha) é linha de concordância (inclinação 

de 1, intercepto de 0). A linha suave (vermelha) em (b) é o resultado do ajuste da regressão 

polinomial. 
 

A análise do box-plot, referente às estatísticas dos parâmetros do coeficiente de 

correlação de concordância de Lin (LCC) para as estimativas de severidade, evidenciou 

maior exatidão e precisão das avaliações realizadas com o uso da SAD proposta. A 

utilização da escala resultou em menor amplitude dos valores dos parâmetros do LCC 

entre os avaliadores, indicando maior consistência nas estimativas. Ademais, os valores 

obtidos aproximaram-se dos parâmetros de referência (μ = 0, υ = 1, Cb = 1, r = 1 e ρc = 

1), demonstrando maior concordância com os valores reais de severidade (Figura 4). 
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Fig. 3 Box-plot das estatísticas dos parâmetros do coeficiente de correlação de 

concordância de lin (LCC) para as estimativas da severidade dos avaliadores sem escala 

e com escala. 

 

Nas avaliações realizadas com a utilização da SAD, observou-se melhora 

expressiva nos parâmetros do coeficiente de correlação de concordância de Lin (LCC), 

que se apresentaram mais próximos dos valores de referência, em comparação às 

estimativas obtidas sem o uso da escala. A maior acurácia das estimativas com a SAD foi 

evidenciada pelo fator de correção dos desvios (Cb = 0,93), associado à maior precisão (r 

= 0,69), o que resultou em concordância global superior (ρc = 0,74). Por outro lado, nas 

avaliações sem a utilização da escala, verificou-se maior variabilidade dos parâmetros do 

LCC (μ, υ, Cb, r e ρc), indicando inconsistência entre os avaliadores. Já com a aplicação 

da SAD, a menor amplitude dos parâmetros reforçou a maior estabilidade das estimativas, 

confirmando a redução do erro (estimado – real) e, consequentemente, a maior acurácia 

e precisão na quantificação da severidade da doença (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Modelo linear generalizado misto para análises estatísticas dos parâmetros do 

coeficiente de correlação de concordância de Lin (LCC) que representa a precisão (types 

of bias), precisão (coeficiente de correlação) das estimativas percentuais de severidade da 

pinta preta da pinha por 8 avaliadores, sem escala ou com uso da escala 

Método N U v Cb r Pc 

Sem escala 8 1,64 b 2,73 b 0,36 b 0,14 b 0,26 b 

Com escala 8 - 0,20 a 0,99 a 0,93 a 0,69 a 0,74 a 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não são significativamente diferentes. (Tukey HSD com nível 

de significância de 5%); 

Deslocamento de localização (u, 0 = sem viés em relação à linha de concordância); 

Deslocamento de escala (v, 1 = sem viés em relação à linha de concordância); 
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Fator de correção de viés (Cb) mede o quanto a linha de melhor ajuste se desvia de 45° e é uma medida de 

precisão; 

Coeficiente de correlação como medida de precisão (r); 

Coeficiente de correlação de concordância de Lin (LCC), que combina medidas de precisão (r) e precisão 

(Cb) para medir a precisão geral (concordância) com o valor verdadeiro. 

 

Com base nos resultados das análises estatísticas (ICC e OCC), verificou-se 

melhoria geral na confiabilidade entre avaliadores, quando utilizada a SAD. A 

concordância interavaliadores, expressa pelos valores de ICC e OCC, foi superior nas 

estimativas de severidade realizadas com a escala (ICC = 0,78; OCC = 0,73), em 

comparação às avaliações sem sua utilização (ICC = 0,45; OCC = 0,18). Esses resultados 

evidenciam que a aplicação da SAD aumentou substancialmente a consistência e a 

confiabilidade das estimativas de severidade entre avaliadores (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Medidas de confiabilidade entre avaliadores de estimativas da severidade por 

8 avaliadores durante avaliação sem e com escala como auxílio para avaliação da 

severidade da pinta preta em folhas de pinha 

Método Coeficiente de correlação 

intraclasse  (ICC)p  

[95% CI]a 

Correlação de concordância 

geral (OCC)b 

Sem escala 0,45 [0,34 – 0,59] 0,18 

Com escala 0,78 [0,70 - 0,85] 0,73 

a Calculado com base nas decisões do modelo ICC (Schwanck e Del Ponte, 2014). 
b Estatísticas gerais de concordância baseadas em Lin (1989) e Barnhart et al. (2002) para avaliar a 

concordância entre múltiplos observadores. 

 

5.4 DISCUSSÃO 

Este estudo representa a primeira abordagem focada no desenvolvimento e 

validação de uma escala diagramática destinada à avaliação da pinta preta em folhas de 

pinha. Apesar de apresentar baixos níveis de severidade, a doença pode alcançar uma 

incidência potencial de 100% em condições severas, o que pode comprometer 

significativamente a produtividade, visto que a área com sintomas visíveis representa 

apenas um dos indicadores da doença, não correspondendo à totalidade da área 

colonizada. A área colonizada é maior, pois abrange o crescimento do fungo, tanto nas 

regiões intracelulares quanto intercelulares do tecido foliar, o que não é detectável a olho 
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nu. A progressão da doença resulta na queda das folhas infectadas, o que explica a 

ausência de áreas maiores com sintomas visíveis em estágios avançados, assim como 

ocorre com a ferrugem do cafeeiro, como descrito por Figueiredo et al. (2022). 

A avaliação visual da severidade da pinta preta na pinha ainda é limitada pela 

escassez de estudos, dado que esta doença é pouco investigada, o que justifica a 

necessidade de ferramentas padronizadas de monitoramento. A criação da escala 

diagramática neste estudo representa um avanço significativo, pois oferece uma 

metodologia precisa para estimar a severidade da doença de forma mais objetiva. A 

implementação desta ferramenta auxiliará no monitoramento, visto que atualmente não 

há nenhum método de avaliação padronizado para avaliação da pinta preta da pinha. 

Contribuirá também para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes e 

para a implementação de medidas preventivas ou de controle, minimizando os impactos 

da doença na produção de pinha, pois aumentará a confiabilidade dos estudos 

epidemiológicos e de manejo da doença. 

A escala diagrama (SAD) que foi desenvolvida é considerada representativa, uma 

vez que foi construída com base em amostras de folhas naturalmente infectadas em 

condições de campo, isentas de quaisquer outros danos que possam afetar a avaliação. 

Foi então estabelecido oito níveis de severidade (1,1% a 17,5%) para abranger a totalidade 

da faixa de sintomas observados. Além disso, todas as diretrizes propostas nas práticas 

para a validação de escalas diagramáticas foram rigorosamente seguidas (Del Ponte et al. 

2017), sendo adotada uma representação de folha de pinha com oito níveis de severidade 

ilustrando as áreas sintomáticas (pretas) e áreas assintomáticas (cinzas). 

Os resultados indicam que a escala diagramática, desenvolvida para avaliar a 

severidade da pinta preta da pinha, oferece uma ferramenta precisa e acurada para a 

estimativa da severidade da doença foliar causada por Cryptophyllachora sp.. A SAD 

demonstrou um desempenho significativamente superior às avaliações realizadas sem o 

auxílio da escala, proporcionando maior acurácia e precisão. 

A análise de regressão linear confirmou a eficácia da SAD, com melhor precisão 

e acurácia entre os avaliadores, o que é evidenciado pela proximidade dos valores de 

concordância da inclinação (1) e do intercepto (0). Esses resultados corroboram outros 
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estudos que destacam a importância das escalas diagramáticas como ferramentas na 

padronização das avaliações de diversos patossistemas, reduzindo a variabilidade entre 

avaliadores, como cancro do caule (Neoscytalidium dimidiatum) na pitaya (Dutra et al. 

2024), ferrugem (Hemileia vastatrix) no café (Figueiredo et al. 2022), estria bacteriana 

foliar (Xanthomonas vasicola) no milho (Braga et al. 2020), mancha-alvo (Corynespora 

cassiicola) no algodão (Fantin et al. 2018), mancha angular (Pseudocercospora griseola) 

em feijão (Librelon et al. 2015).  

A redução significativa nos erros das estimativas, ao utilizar a SAD, reflete uma 

melhoria na estimativa da severidade da doença. Todas as estimativas da severidade 

realizadas pelos avaliadores com o auxílio da SAD estavam mais próximas dos valores 

reais, enquanto as avaliações sem o auxílio da escala apresentaram grande variação. Os 

resíduos sem o uso da escala variaram de –10 a 82,9, enquanto com o auxílio da escala, 

essa amplitude foi reduzida significativamente, ficando entre –9,6 a 7. Isso demonstra que 

a SAD não só minimiza a tendência de superestimação ou subestimação dos sintomas 

observados, mas, também, promove uma maior concordância entre os avaliadores e a 

severidade real da doença. Estes resultados são consistentes com outros estudos que 

demonstram que amplitudes residuais mais baixas indicam melhor precisão e eficácia de 

escalas diagramáticas, pois reduz a variabilidade entre as avaliações (Nutter e Schultz 

1995; Librelon et al. 2015; Camargo et al. 2019; Dias et al. 2022). 

Esses resultados são consistentes com a literatura, que frequentemente destaca a 

importância das escalas diagramáticas na melhoria da precisão das estimativas visuais 

(Del Ponte et al. 2017; Pereira et al. 2020; Dias et al. 2022). A precisão aprimorada, 

proporcionada pela SAD, tem implicações práticas significativas, especialmente para 

programas de manejo integrado de doenças, cuja avaliação acurada da severidade é 

crucial para a tomada de decisões eficazes de controle (Correia et al. 2017). 

Embora as análises de regressão linear sejam o método tradicionalmente 

empregado para determinar a precisão e a acurácia das estimativas de severidade de 

doenças em estudos de validação de escalas diagramáticas (Braga et al. 2020), tem-se 

utilizado também o coeficiente de correlação de concordância de Lin (LCC). Este 

coeficiente se destaca por oferecer uma medida integrada, avaliando simultaneamente a 



 

 

65 

 

precisão e a acurácia do grau de concordância entre os avaliadores (Fantin et al. 2018; 

Braga et al. 2020).  

Portanto, o uso destes dois métodos em conjunto possibilita verificar com maior 

confiabilidade os resultados provenientes do uso da escala diagramáticas. A análise 

comparativa revelou que os dois métodos geraram resultados similares, o que atesta o 

aprimoramento das avaliações de gravidade com o uso da escala SAD. 

A aplicação da escala proposta resultou em uma redução na amplitude dos valores 

dos parâmetros de LCC entre os avaliadores. Essa menor variação indica uma maior 

confiabilidade das estimativas. Sendo assim, a escala demonstrou sua eficácia ao 

aprimorar as estimativas de concordância entre os avaliadores, indicando que diferentes 

avaliadores tendem a gerar resultados mais próximos ao analisar a mesma amostra. 

Resultados similares foram encontrados em estudos anteriores, como os de Braga et al. 

(2020) e Hilton et al. (2024). 

Além disso, a maior precisão (r) foi observada com o uso da SAD, que atingiu 

0,69, evidenciando a confiabilidade da escala como uma ferramenta indispensável e 

indicando que a ferramenta não apenas padroniza as avaliações, mas também reduz a 

subjetividade inerente às estimativas visuais. Assim, a SAD desenvolvida neste estudo se 

revela uma ferramenta valiosa para a avaliação da severidade da pinta preta da pinha, com 

aplicações práticas em estudos epidemiológicos e no controle da doença. 

A escala diagramática, desenvolvida para avaliar a severidade da pinta preta da 

pinha, demonstrou ser uma ferramenta importante, pois elevou os níveis de exatidão e 

precisão das avaliações. A obtenção precisa de dados de doenças é essencial para evitar 

conclusões equivocadas que possam resultar em decisões de manejo inadequadas (Bock 

et al. 2010). Além disso, a precisão nas avaliações viabiliza o desenvolvimento e a 

implementação de novas técnicas de manejo, como a definição do momento ideal para 

aplicação de fungicidas. 

Dessa forma, a implementação da escala diagramática proposta tem o potencial 

de contribuir com as avaliações da pinta preta em folhas de pinha, pois possibilita 

melhorar a confiabilidade interavaliador e intravaliador, além de aumentar a precisão das 

medições. 
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5.5 CONCLUSÕES 

Neste estudo, a aplicação da escala diagramática, desenvolvida para avaliar a 

severidade da pinta preta em plantas de pinha, mostrou ser uma ferramenta eficaz e 

confiável. A escala proposta permitiu uma avaliação mais precisa, exata e reprodutível da 

doença, melhorando significativamente a acurácia das estimativas realizadas.  

Isto destaca a escala como uma ferramenta valiosa para o manejo fitossanitário da 

cultura da pinha, contribuindo para diagnósticos mais confiáveis e estratégias de controle 

mais eficazes, beneficiando produtores e pesquisadores na mitigação dos impactos 

causados por Cryptophyllachora sp.. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A etiologia da doença foi esclarecida, revelando que a pinta preta em Annona 

squamosa é causada por uma nova espécie de Cryptophyllachora. Esta descoberta é um 

marco científico, representando o primeiro registro mundial deste gênero em uma 

anonácea. 

 Através de análises filogenéticas multigenéticas (ITS, LSU e SSU), o patógeno 

foi posicionado na ordem Chaetosphaeriales, modificando identificações históricas 

baseadas apenas em morfologia, que o associavam à ordem Phyllachorales. 

 A investigação histopatológica demonstrou que o fungo possui alta virulência, 

realizando uma colonização de toda a área foliar que atinge os tecidos vasculares (xilema 

e floema). Essa invasão vascular justifica o colapso estrutural, a necrose severa e a 

desfolha observada no campo. 

 O patógeno apresenta um ciclo completo com a coexistência de fases assexuadas 

(picnídios) e sexuadas (peritécios). A liberação de esporos ocorre via cirros. 

 Embora a pinha ative mecanismos de defesa, como o acúmulo de compostos 

fenólicos, estes mostraram-se insuficientes para conter o avanço do fungo. 

 A escala diagramática desenvolvida mostrou-se uma ferramenta eficaz e 

confiável, elevando significativamente a acurácia, precisão e reprodutibilidade das 

avaliações de severidade da doença. 

 Estas conclusões fornecem a base científica essencial para o desenvolvimento de 

estratégias de manejo fitossanitário para a cultura da pinha no Brasil. 

 

 

 


