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RESUMO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta tropical e atualmente dispersa em todo o
territorio brasileiro. E de suma importancia socioecondmica para o pais, gerando emprego na
industria e no campo. Contudo, a produtividade dessa cultura apresenta limitagdes, dentre elas
a ocorréncia de doencas, tendo a antracnose como destaque em potencial infeccioso para uma
ampla gama de plantas frutiferas tropicais, sendo uma das principais doengas presentes nos
pomares de cajueiro. A antracnose pode ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento das
plantas, causando grandes prejuizos. Portanto, para compreender o processo infeccioso do
agente etioldgico da antracnose, em cultivares comerciais de cajueiro, ¢ importante entender
como ocorre todo o ciclo da doenga nas plantas. Neste sentido, a microscopia eletronica de
varredura (MEV) surge como uma relevante ferramenta utilizada na observacdo e
caracterizacdo de patossistemas fungicos. Neste trabalho a MEV vem elucidar o processo de
infeccdo foliar na antracnose do cajueiro, através da caracterizagdo da microestrutura do fungo
e dos danos e injurias ocasionados por ele no tecido do hospedeiro. Para isso, foram inoculados
dois isolados monosporicos de Colletotrichum, LF 200 e LF 201, em discos de folhas de trés
gendtipos de cajueiro CCP 09, CCP 73 e BRS 226, por suspensao de esporos na concentragao
de 2,1 x 10 esporos/mL, no intervalo de tempo de 0 horas a 144 horas. Nos resultados,
observou-se a formagdo de estruturas reprodutivas, estruturas de absor¢dao de nutrientes,
estruturas de fixagdo, germinacdo, e estruturas de infeccdo primdrias e secundarias. Foi
constatado que os isolados utilizam aberturas naturais para colonizar os tecidos internos do
hospedeiro, bem como por puncdo pontual por meio dos apressorios. Também foi possivel
observar a diferenga do éxito da colonizacao e infec¢do dos isolados do fungo em genotipos
resistentes. Para melhor compreensao ainda € necessario realizar a identificacdo dos isolados

em nivel de espécie.

Palavras-chave: Epidemiologia. Microscopia eletronica de varredura. Antracnose do cajueiro.



ABSTRACT

The cashew tree (Anacardium occidentale L.) is a tropical plant and is currently dispersed
throughout Brazil. It is of great socioeconomic importance for the country, generating
employment in industry and in the countryside. However, the productivity of this crop has
limitations, among them, the occurrence of diseases, such as anthracnose, which has important
infectious potential for a wide range of tropical fruit plants, being the main disease present in
cashew orchards. Anthracnose can occur at any stage of plant development, causing severe
damage. Therefore, in order to understand the infection process of the etiologic agent of
anthracnose in commercial cashew cultivars, it is important to understand how the entire cycle
of the disease occurs in plants. In this way, the scanning electron microscopy (SEM) emerges
as a relevant tool used in the observation and characterization of fungal pathosystems. In this
work the SEM comes to elucidate the foliar infection process of anthracnose of the cashew tree,
through the characterization of the microstructure of the fungus and the damage and injuries
caused by it in the host tissue. For this, two monosporic isolates of Colletotrichum, LF 200 and
LF 201, were inoculated in leaf discs of three cashew genotypes CCP 09, CCP 73 and BRS 226,
by means of spore suspension 2.1 x 10° spores/mL, in the time range from 0 hours to 144 hours.
The results showed the formation of reproductive structures, nutrient absorption structures,
fixation structures, germination, and primary and secondary infection structures. It was found
that the isolates use natural openings to colonize the host's internal tissues, as well as punctual
puncture through appressoria. It was also possible to observe the difference in the success of
colonization and infection of isolates of the fungus in resistant genotypes. For a better

understanding, it is still necessary to identify the isolates at the species level.

Keywords: Epidemiology, Scanning electron microscopy, Cashew anthracnose.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (4Anacardium occidentale L.) ¢ uma planta aldégama, tropical, perene,
pertencente a familia Anacardiaceae e ao género Anacardium. Originaria da regido litoranea do
Brasil, e atualmente estd dispersa em todo o territorio do pais. Os seus maiores centros de
diversidade se encontram na regido Amazonica ¢ no Cerrado brasileiro (BARROS, PAIVA,

CAVALCANTE, 1999).

A cajucultura ¢ de suma importancia socioecondomica no pais, gerando empregos
na industria € no campo, tendo como principal produto comercial a améndoa da castanha,
seguida do pseudofruto, o caju. Sua produgdo para fins comerciais ¢ mais fortalecida na regido

Nordeste, sendo o Ceard um dos principais produtores do mundo. (BRAINER, 2022).

Contudo, a produtividade desta cultura apresenta limitagcdes, dentre elas a
ocorréncia de fitomoléstias, tendo a antracnose como destaque em potencial infeccioso para
uma ampla gama de plantas frutiferas tropicais, sendo uma das principais doencgas presentes nos
pomares de cajueiro. Também considerada um dos maiores problemas fitossanitarios em todo
o mundo. O prejuizo para as plantas ¢ a de um retardo no seu desenvolvimento, uma vez que,
ao danificar as folhas, compromete a fotossintese. A antracnose pode ocorrer em qualquer fase
de desenvolvimento das plantas, inclusive pds-colheita, causando perdas significativas na

produtividade (VELOSO, ef al.,2022).

Em brotos jovens a antracnose causa escurecimento ¢ deformacdes, j& em 0rgaos
mais maduros, os sintomas sao de lesdes de coloragdo marrom-avermelhadas. Nas flores, a
antracnose causa manchas escurecidas nas hastes das paniculas, assim como nos maturis e

pedunculos. Os frutos podem rachar conforme a severidade da doenca (MARTINS, et a/ 2020).

Para compreender o processo de patogenia da antracnose, em cultivares comerciais
de cajueiro, ¢ importante entender como ocorre o ciclo da doenca nas plantas. E diante da
elevada importancia, éxito econdmico e sociocultural da cajucultura, a microscopia eletronica
(MEV) surge como uma relevante ferramenta utilizada na observacdo e caracterizacdo de
patossistemas fingicos. Fornecendo imagens tridimensionais com grandes aumentos de
superficies em diversos materiais, inclusive biologicos. A microscopia eletronica de varredura
permite a investigacdo detalhada de processos infecciosos em niveis celular e tecidual,

temporalmente, esclarecendo fendmenos de infeccdo, distribui¢do e localizagdo interna de
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patogenos. Possibilita analises visuais tridimensionais das mudangas impelidas pelos
microrganismos em amostras de interesse, bem como o acompanhamento do funcionamento
dos microrganismos em materiais bioldgicos, incluindo o seu completo processo reprodutivo.
O que nao seria possivel por meio de outras técnicas, a exemplo da microscopia Optica

(TANAKA, 2016).

Os estudos que envolvem analise por MEV na caracterizagdo morfologica do
processo infeccioso de um patossistema fingico em espécimes de cajueiro ainda sdo raros. O
pouco que se encontra estd comumente relacionado a outros patéogenos, tais como o oidio,

mildio, entre outros.

Cita-se como exemplo, o trabalho realizado por Pinto (2016), que apresenta a
tolerancia de onze (11) clones de cajueiro comerciais ao oidio, em trés ciclos produtivos. Em
seguida, amostras de folhas e flores foram colhidas e submetidas 8 MEV, com intuito de se
estudar a morfologia do processo infeccioso do oidio. E por fim, foi testado uma metodologia
de inoculagdo natural de oidio para selecdo precoce de clones de cajueiro. Observaram-se nas
inflorescéncias de quase todos os clones, aglomerados de conidioforos dispostos em paralelo
ou entre as sépalas, nas folhas, houve confirmagdao de micélio recobrindo toda a superficie
foliar, onde detectaram-se apressorios bem desenvolvidos, de diferentes formatos,
transpassando a epiderme das folhas. No clone BRS 189, as folhas foram alastradas com micélio
e conidi6foros do patégeno. Nas sépalas o fungo investiu no desenvolvimento reprodutivo. Ja
nos O0rgaos vegetativos, sem sintomas, o fungo apresentou sua estrutura desenvolvida, o que foi
considerado um marco importante na deteccao precoce da doenca. Ou seja, a partir de um
monitoramento por meio da analise microscopica de amostras oriundas dos pomares, € possivel

atestar a presenca da doencga, embora a planta ndo apresente sintomas aparentes (PINTO, 2016).

Outro exemplo encontrado na literatura, foi o trabalho realizado por Curvelo ef al.
(2010), que estudou o processo infeccioso de Ramularia areola, que ¢ o agente causal da
ramuléria em folhas de algodoeiro, por meio de MEV. Neste trabalho, folhas de algodoeiro
cultivar Nu-Opal em estadio V4, foram inoculadas com suspensdo de esporos de concentragao
1,5 x 10° conidio/mL de R. areola, e amostras dessas folhas foram coletadas 12 horas, 12 e 22
dias apds a inoculacdo. Foi realizado em cada coleta o preparo das amostras para observagao
em MEV, onde foi observado a germinacdao dos conidios de R. areola, sem a formacao de
apressorios, com maioria emitindo dois tubos germinativos, em direcdo aos estdmatos, com

finalidade de penetrar as folhas da planta. O parasitismo ocorreu tanto inter como
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intracelularmente, no mesoéfilo foliar, e a esporulagdo ocorreu por meio dos estdmatos nas duas

faces das folhas.

Observa-se assim, que avaliagdes microscopicas por MEV podem ser fundamentais
para o entendimento de distintos patossistemas fungicos em culturas de relevancia agronomica.
O presente trabalho vem adicionar luz ao conhecimento existente relacionado a antracnose do
cajueiro. Com a caracterizacdo morfologica em dimensdes microestruturais da antracnose do
cajueiro, relacionada com os sintomas visiveis a olho nu em discos de folhas, ainda ndo havia
sido realizada. Portanto, por meio da observagdo das imagens oriundas de MEV, este trabalho
busca compreender o processo infeccioso da antracnose em em discos de folhas de clones de
cajueiro ja conhecidos da literatura. Que apresentam atributos de suscetibilidade a antracnose,
como o CCP 09 e resisténcia, tais como o CCP 76 e BRS 226, infectados in vitro e
acompanhados ao longo do tempo. Através da caracterizagdo da microestrutura do fungo e dos

danos e injurias ocasionados por ele no tecido do hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar morfologicamente o processo infeccioso de dois isolados de fungos do
género Colletotrichum inoculados em discos de folhas de cajueiro, pertencentes aos clones CCP

09, CCP 76 ¢ BRS 226 ao longo do tempo.

2.2 Objetivos Especificos

e (aracterizar microestruturalmente o processo infeccioso do fungo
Colletotrichum em folhas de cajueiro utilizando a microscopia eletronica de
varredura;

e Documentar temporalmente com eletromicrografias as estruturas de deposicao,
colonizagdo, e infec¢do do fungo Colletotrichum em folhas de cajueiro;

e Determinar diferengas no comportamento dos clones de cajueiro em relagdo aos

isolados LF 200 e LF 201.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. As caracteristicas biologicas e morfologicas dos fungos

Os fungos estao presentes em todo o planeta, fazendo parte da microbiota natural
de inimeros organismos vivos (animais, vegetais), ou da atmosfera e, nas aguas de mares, rios,
lagos, no solo, etc. Pertencem ao reino Eukaryota, e podem ser unicelulares ou pluricelulares.
Com dimensdes variadas, de formatos macroscopicos a exemplo dos cogumelos e
microscopicos, tais como as leveduras e bolores filamentosos, que por sua vez, representam a
maioria das espécies. Esses filamentos, denominados hifas, quando se encontram em densos
aglomerados, dao origem ao micélio. Sua parede celular ¢ desprovida de plastos ou pigmentos
e sdo compostos de quitina e a-glucano. Suas hifas podem ser apociticas ou septadas, e
cenociticas ou asseptadas. Sendo os septos as paredes porosas presente entre as hifas septadas,

que permitem a troca de meio e organelas (TORTORA, FUNKE; CASE, 2017).

A reproducdo de grande parte dos fungos divide-se em anamorfos (realizam apenas
reproducdo assexuada) e teleomorfos (realizam apenas reprodugado sexuada). E em geral, ocorre
pela formacdo de esporos ou conidios, podendo ser de modo sexual ou assexual
respectivamente. Que germinam ao se depararem com situagao favoravel de umidade e calor,
formando tubos germinativos, ramificados em varias dire¢des, dando origem a um novo
micélio. Para que os conidios ou esporos se propaguem no meio, € necessario que tenham acesso
ao ar, para isso, ocorre uma verticalizacdo de algumas hifas sobre o micélio, representando a
estrutura reprodutiva dos fungos, chamado esporéforo ou conidiéforo, originando os esporos €
conidios. Estes podem ser formados isoladamente ou em agrupamentos, que constituem os
conidiomas. Ja os esporos sdao formados em ascomas ou basidiomas, a depender da classe do

fungo (MORAES, PAES e HOLANDA, 2009).

Os esporos sexuais sdo resultantes da meiose, sendo hapldides (ascdsporos ou
basididsporos). Os ascosporos formam-se no interior dos ascos, em nimero de oito por asco.
Geralmente, sdo produzidos em corpos de frutificagdo, tais como o cleistotécio, peritécio,
apotécio e ascostroma. Os esporos assexuais podem resultar de divisdes celulares durante o
ciclo de vida do fungo, pode ser de diferentes tipos, tais como, zodsporos, aplandsporos,
conidios e clamidosporos. Os conidios sdo formados a partir de células conidiogénicas,

localizadas em hifas que sofreram diferenciacdo, os conidioforos livres ou em corpos de
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frutificagdo: picnidios ou acérvulos. Os conidios também podem ser formados a partir de

segmentagdo e fragmentagao do talo micelial do fungo (KRUGNER e BACCHI, 1995).

Os fungos sao microrganismos heterotroficos, se alimentam através da absorgao de
agua e nutrientes minerais ou organicos a partir do meio onde crescem. Por meio da liberagdo
da exoenzima, que auxilia na digestao dos nutrientes. Em geral, podem ter habitos saprofiticos,
obtendo alimento a partir da decomposi¢ao de outros organismos mortos; parasitas,
alimentando-se a partir de substancias vivas; simbiontes, tais como os liquens; e, predadores,

capturando pequenos animais (MORAES, PAES e HOLANDA, 2009).

Os fungos fitopatogénicos podem ser classificados em parasitas obrigatdrios, que
sdo aqueles que vivem apenas do tecido vivo do hospedeiro, ndo havendo possibilidade de
cultivé-los em meios de cultura. Entre eles estdo os fungos causadores de ferrugens, carvoes,
oidio e mildio. H4 também os parasitas facultativos, que podem sobreviver parasitando
organismos vivos ou sobreviver de matéria organica morta, tais como os fungos Sclerotium
rolfsii e Rhizoctonia solani. J& os saprofitas facultativos sdo aqueles que podem viver grande
parte do tempo sobrevivendo de modo a parasitar o hospedeiro ou podem sobreviver em fungao
apenas de restos de matéria organica morta. Tem-se como exemplo de fungos saprofitas
facultativos, alguns fungos fitopatogénicos como Alternaria spp., Colletotrichum spp. e

Cercospora spp. (MICHEREFF, 2001).

Segundo MORAES, et al., (2009) o reino Fungi ¢ dividido em sete filos, sendo estes
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Sendo o filo Ascomycota o maior grupo do
reino Fungi, onde se encontram 75% de todos os fungos descritos. Sdo encontrados como
organismos saprofitos, parasitas ou associados, no qual estd presente o Colletotrichum,

patogeno estudado neste trabalho.

A taxonomia tem sido baseada em caracteristicas relacionadas a morfologia e
citologia. Embora, atualmente, outras técnicas tenham sido utilizadas para a identificacdo dos
fungos, entre essas se encontra 0 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), sequenciamento de

DNA, entre outras.



18

3.2 O género Colletotrichum e a antracnose

No Brasil, a antracnose foi relatada pela primeira vez para a cajucultura em 1948,
conhecida popularmente como "queima de cajueiro” (ROSSETTI, 1948). A antracnose pode
ser observada em pomares com grande variabilidade genética, plantios comerciais e inclusive

em espécies silvestres (ROSSETI (1948) apud VELOSO, et al. 2022).

O Brasil possui a 6* maior area de castanha colhida do mundo, sendo a regido
Nordeste o destaque neste setor, com mais 99% da producdo. Entretanto, o Ceard que comporta
63,5% da produtividade de castanha no Brasil, teve decréscimo de 32,6% nos anos de 2012 a
2019, devido a ocorréncia de pragas e doengas, tais como mosca branca, oidio e antracnose. As
perdas de produtividade devido a antracnose podem ser superiores a 40% na industria ¢ no

campo (BRAINER, 2022).

Sua ocorréncia pode afetar diversos 6rgdos jovens da planta tais como ramos, faces
adaxial e abaxial das folhas, flores, frutos e pedunculos. Vale ressaltar que os fungos
fitopatogé€nicos conseguem penetrar qualquer tecido da planta de modo direto por meio de
“forca mecanica” ou através da exsudacgdo de enzimas; e indireto, por meio de aberturas naturais

ou ferimentos no tecido vegetal, em qualquer fase de desenvolvimento (VELOSO, et al., 2022).

A antracnose ¢ uma doenga ocasionada devido ao complexo de espécies do género
Colletotrichum (VELOSO, et al., 2017). Pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes
e ordem Glomerellales (LIU, et al 2022). E o tnico género da familia das Glomerellaceae. E
estd presente em diversas regides do mundo; e ao associar-se a um hospedeiro suscetivel, aliado
a um ambiente favoravel, tais como locais com alta umidade, temperaturas médias a altas
(temperatura 6tima entre 20 a 30°C), em plantio adensado, com presenca de restos culturais
contaminados ou com presenca de hospedeiros secundarios; constituem-se em um perfeito
cenario para o desenvolvimento da doenga. A sua disseminagdo no pomar pode se dar pelas

aguas das chuvas, pelas dguas de irrigacdo e pelo vento (MENEZES, 2006).
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Figura 1. Sintomas caracteristicos da antracnose nas folhas do cajueiro.

Fonte: Dr.° Marlon Vagner Valentim Martins, pesquisador/EMBRAPA.

A e B - Plantas com sintomas da antracnose.

Segundo a classificagdo proposta por George L. McNew (1960), com base no
processo fisiologico de interferéncia do patdégeno, a antracnose esta inserida no grupo V; o
grupo de doengas que prejudicam a fotossintese, pois causam manchas e crestamentos

(MICHEREFF, 2001).

Os sintomas de antracnose nas folhas podem ser vistos facilmente, expressos por
meio de lesdes de cor parda variando até marrom-avermelhada conforme amadurecem, de
formato irregular, e sdo mais frequentes em folhas jovens e tenras. Em casos de ataque severo
as folhas podem ficar deformadas, com aparéncia de requeima, inclusive nas brotacdes. Nos
pedicelos as manchas podem ter formato circular com ou sem presenga de goma. Ja nas

paniculas as manchas podem aparecer de forma continua e extensa. O maturi pode apresentar-
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se escurecido e com rachaduras, bem como nas castanhas (MARTINS, CARDOSO & VIANA,
2016).

Atualmente o manejo da doenga nos pomares consiste no afastamento das plantas,
para evitar que o adensamento possa contribuir no aumento da umidade, eliminagdo de restos
culturais, e pulverizar fungicidas registrados para a cultura pelo Ministério da Agricultura
(MARTINS, CARDOSO & VIANA, 2016). As pulverizagdes para o controle da doenca devem
ser realizadas logo ap6s ao periodo chuvoso ou ap6s a “chuva do caju” e durante o periodo de

floracao.

Entre os produtos indicados e mais utilizados para o combate da antracnose de
maneira profilatica estdo substancias a base de oxicloreto de cobre, azoxistrobina (estrobilurina)
associada a difenoconazol (triazol), difenoconazol (triazol). Os produtos estdo disponiveis no
mercado com as devidas formulacdes, pd molhéavel, suspensio concentrada (SC) e concentrado

emulsionavel (EC) (AGROFIT, 2023).

Outra alternativa para satisfazer as exigéncias do mercado consumidor, ¢ a
utilizacdo de cultivares resistentes. Portanto, o melhoramento genético vegetal tem sido
essencial para a viabilizacao da cajucultura, por meio da geragdo de exemplares melhorados,

que possibilitam frutos de maior qualidade e arvores mais resistentes a pragas e doengas.

3.3 O processo infeccioso de Colletotrichum

Em geral, o processo infeccioso das espécies de Colletotrichum se da primeiramente
por meio da deposi¢do de conidios na superficie do hospedeiro por diversas vias, seja pela dgua,
vento, entre outras formas. Como citado na tese de Carvalho (2016), a fixacdo do patdogeno
ocorre por meio da germinagao dos conidios, que por sua vez, ddo origem a tubos germinativos,
este apos septagdo, diferencia-se e forma uma estrutura intumescida, melanizada, de formato
globoso, conhecida como apressorio; esta permite a fixagdo do patogeno na superficie do tecido.
Na sequéncia, se da a penetracdo, que pode ocorrer por meio de aberturas naturais, tais como
os estdmatos, ferimentos pré-existentes ou diretamente através da epiderme. O apressorio
exerce uma forma de pressao pontual na cuticula do tecido, o que pode acarretar uma abertura

por meio de forca mecanica ou quimica, mediante enzimas. Uma vez que a penetragdo € bem-
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sucedida, ocorre a colonizacao do patdgeno nos tecidos, e da-se inicio a relagdo parasitaria do
fungo no tecido do hospedeiro. Vale ressaltar que o €xito deste processo varia conforme as

condi¢des do ambiente.

Apobs a penetragdo, o patdogeno permanece de modo latente dentro dos tecidos
desenvolvendo-se endofiticamente, intra ou intercelularmente. O desenvolvimento de hifas no
parénquima e o seu estabelecimento nas areas adjacentes, ocasiona lesdes internas, resultando

na morte das células, e consequentemente no aparecimento dos sintomas (VELOSO, 2022).

A antracnose ¢ uma doenca ciclica, e apOs vasta contaminagdo com formacgao de
micélio, ha o rompimento da cuticula do hospedeiro, neste momento ha o surgimento dos
acérvulos com a producdo de conidios em conididforos, sendo estes a fonte secundaria de
indculos da doenca. Esta produ¢do de estruturas de resisténcia ¢ constante, dando origem

consecutivamente a novas infecgdes (SOARES, 2019; VELOSO et al, 2022 ).

Figura 2. Ciclo de vida do Colletotrichum.

Deposicao dos conidios

Germinacéo do
canidios e
formacao de
apressdrio

/ Acervule

Lesdes na folha

.

Fase nacrotrofica

Fase
latente/biotrofica

Arte - Luana Aratjo da Silva (2023).
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do Material Vegetal

Este estudo foi desenvolvido em amostras de tecido foliar de trés clones comerciais
de cajueiro. Sendo o clone CCP 09 conhecidamente suscetivel e os clones CCP 76 ¢ BRS 226

resistentes a antracnose.

As mudas utilizadas foram obtidas do Campo Experimental da Embrapa
Agroindustria Tropical em Pacajus. Para a conducdo do experimento, as amostras foram entao
levadas para a Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceard, onde permaneceram em casa

de vegetagao.

As mudas foram obtidas durante o primeiro semestre do ano de 2023, época
favoravel ao desenvolvimento da doenca. De cada muda coletaram-se folhas intermediarias,
evitando-se utilizar folhas demasiadamente jovens, para que o tecido foliar durasse mais tempo
em agar; e evitando também folhas muito velhas, ja que o patdgeno tem preferéncia por folhas

mais tenras.

4.2 Os isolados de Colletotrichum

Neste trabalho utilizou-se dois isolados de Colletotrichum sp. da colecdo de
microrganismos do laboratorio de fitopatologia da EMBRAPA Agroindustria Tropical. Os
isolados, codificados como LF. 200 e LF. 201, sdo oriundos do campo experimental da
EMBRAPA em Pacajus. Para a realizagdo do experimento, apds a purificagdo dos isolados, as
culturas foram submetidas ao cultivo monospoérico que consistiu no isolamento e cultivo dos
fungos a partir de um tnico esporo. Logo apds o crescimento dos fungos nas primeiras placas

apods o isolamento monosporico, estes foram novamente preservados pelo método Castellani.
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Figura 3. Fotografias de microscopio 0ptico com aumento de 630x dos isolados de
Colletotrichum.

Al

. Fonte: de propria autoria (2023).

A e B -Conidios do isolado LF. 200 corados com Azul de Amann. C e D - Conidios do isolado LF. 201 corados
com Azul de Amann.

Os isolados LF. 200 e LF. 201 foram identificados como Colletotrichum., pelas
caracteristicas morfoldgicas de suas colonias tais como coloragdo variando de acinzentado a
branco e preto, massa de esporos alaranjada, micélio de aspecto cotonoso e denso (LF.200) ou
rente a0 meio de cultura (LF.201). Conidiéforos simples, conidios hialinos, de formato
cilindrico, e hifas septadas. Durante a realizagdo do experimento, os fungos isolados foram

cultivados em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), com sucessivas repicagens a cada doze dias.
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Figura 4. Fotografias do isolado LF 200 de microscopio dptico.

Fonte: de propria autoria (2023).

A - Isolado LF. 200 crescendo em placa de Petri em meio BDA. B - Conidios do Isolado LF. 200 corados com

Azul de Amann com aumento de 630x. C - Lamina do Isolado LF. 200 com a presenga de inimeros conidios do

isolado LF.200 com aumento de 100x. D - Camara de Neubauer etapa para conidios pequenos com aumento de
400x.
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Figura 5. Fotografias do isolado LF. 201 em microscopio optico.

== (=S~ e e e

Fonte: de propria autoria (2023).

A - Isolado LF. 201 crescendo em placa de Petri em meio BDA. B - Camara de Neubauer etapa para conidios
pequenos com aumento de 100x; C - Conidios do Isolado LF. 201 corados com Azul de Amann com aumento de
400x.

4.3 Inoculacao dos isolados nos discos foliares

Apbs o isolamento e identificacdo dos fungos, foi realizada a inoculagdo com cada
um dos isolados nos genoétipos de cajueiro, para avaliar a expressao da doencga. Para a realizagdo
desta etapa, foi necessario preparar uma suspensao de esporos para cada isolado. Foi despejado
15mL de 4gua com tween 80 estéril como agente dispersor (2,5%), em placa de Petri contendo
o isolado cultivado a doze dias. O micélio do fungo foi escovado juntamente com a solucao,
em seguida despejado em funil para ser filtrado, por meio de gaze estéril. E com o auxilio da
camara de Neubauer foi feita a contagem de conidios, pelo método para conidios pequenos, nas

etapas 1 e 2. A concentragio final das solugdes ficou em 2,1 x 10 esporos/mL para cada isolado.
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E importante ressaltar que as suspensdes de esporos somente foram realizadas apds atestagao

da presenca de conidios dos fungos de Colletotrichum em microscopio 6tico com aumento de

400x.

A inoculagdo das suspensdes de esporos foi realizada em folhas intermedidrias de
cajueiro dos clones CCP 76, CCP 09 e CCP 226. As folhas foram cortadas com auxilio do
cortador em formato de discos (de area conhecida: 254,34 mm?), dispostos de trés em trés, em
placas de Petri com agar, e colocadas em sala de incubacdo a temperatura de 27°C e 40% de

umidade aproximadamente, sob luz artificial fluorescente continuamente durante o dia.

A inoculacdo nos discos de folha consistiu em dispor no centro da face abaxial de
cada disco aliquotas de 30 pul de suspensao de esporos. As placas contendo a testemunha foram
inoculadas com 30 pl de solugdo de agua com o tween 80 estéril (concentragdo de 2,5%). Foram

realizadas duas repeti¢des para todos os gendtipos.

Todos os discos de folhas, incluindo os discos testemunhas, foram submetidos a
tratamento prévio, com a desinfestagdo dos discos foliares com hipoclorito de soédio
(concentracdo de 1,5%) por um minuto. Em seguida, os discos foram lavados com agua
destilada estéril por mais um minuto, para a remover a solucao anterior. E por fim, imersos em
solugdo de 4cido ascorbico estéril (concentragao de 0,1%) por um minuto, a fim de prevenir a

oxidagdo precoce das folhas.



27

Figura 6. Processamento das amostras.

Fonte: de propria autoria (2023).

A - Montagem do experimento. B - Disco de folha inoculado com agua com tween 2,5%. C - Discos de folha
dispostos em placa com agar inoculadas com o isolado LF.200 em um tempo de 24 horas. D - Amostras do
isolado LF.201 fixadas em Karnovsky dispostas em tubo Eppendorf escuro. E - Amostras do isolado LF.200
dispostas em metalizadora. F - Amostras prontas montadas em stubs.

4.4 Coleta das Amostras e Processamento para a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

As amostras foram cortadas a partir do centro de cada disco foliar, de modo a se
obter fragmentos em quadrilateros foliares de aproximadamente 0,5 cm?. A frequéncia dos
cortes variou de 0, 24, 48, 72, 120 e 144 horas. Dos trés discos dispostos nas placas, dois foram
fixados e um fotografado em estereomicroscopio, de modo a acompanhar o desenvolvimento
da doenca nos tecidos foliares. Os fragmentos foram colocados em tubos Eppendorf escuros e

fixados com Karnovsky.
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Para a anélise de MEV, as amostras foram submetidas a um processamento. A pré-
fixagdo ocorreu com imersao das amostras em solu¢do Karnovsky diluida em tampao cacodilato
de so6dio 0,2M pH 7,2, por 48 horas e acondicionadas em geladeira. A seguir, as amostras pré-
fixadas foram lavadas por trés vezes com o tampao de cacodilato de sodio com intervalos de
quinze minutos. Apds as trocas com o tampao foi realizada a segunda fixagdo com tetroxido de
6smio (1%) por uma hora. Apos este intervalo foi realizada a triplice lavagem com agua
destilada em intervalos de quinze minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas a série
etanodlica crescente, de 30, 40, 50, 70 e 100%, com intervalos de quinze minutos entre cada
solugcdo. A ultima concentra¢do (100%), foi repetida por trés vezes, de modo a remover

totalmente a 4gua e os fixadores das amostras.

Em seguida as amostras foram desidratadas em aparelho de ponto critico, modelo
EMS 850, utilizando CO> como fluido, para que a amostra mantivesse sua estrutura preservada.
Apds o ponto critico, as amostras foram metalizadas com ouro. Posteriormente, coladas em fita
de carbono dupla face sobre stubs metalicos. As superficies abaxial, adaxial e transversal das
folhas foram submetidas a visualizacdo. As analises das amostras foram realizadas em um
MEV TESCAN, modelo VEGA 3 SBU, com aceleragdo de 20 Kv para a visualizagdo e

obtencao das imagens.



29

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testemunhas

Os discos foliares testemunhas se mantiveram integros até 144 HAI nos genotipos
BRS 226 (Fig. 7-B; 8 -A, B e C) e o gen6tipo CCP 76 (Fig. 7-C; 9- A, B e C). O gendtipo CCP
09, demonstrou um inicio de infec¢do a partir da extremidade da nervura foliar (Fig. 7-A e 10-
A), que sugere a presenga de patdgenos endofiticos a partir de infec¢do quiescente nos tecidos
internos da folha (VELOSO, 2022), uma vez que, os microrganismos da superficie foram
removidos pelo prévio tratamento de desinfestacdo com hipoclorito de sodio (1,5%). Por outro
lado, as testemunhas do gen6tipo CCP 09 apresentaram auséncia de infec¢do na face adaxial da
folha (Fig. 10-B) e entre as paredes vegetais da nervura foliar (Fig. 10-C) 144 horas apds a
inoculacao (HAI).

Figura 7. Discos Testemunhas 144 HAIL

Fonte: autoria propria (2023).

A - CCP 09; B - BRS 226; C - CCP 76
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Figura 8. Eletromicrografias do genotipo BRS 226 144 HAIL

; e — = £ >
SEM HV: 20.0 kV WD: 14.63 mm Ll L1 VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 KV WD: 14,87 mm L1l LL VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV' WD: 11.50 mm 1L VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 499 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 400 x Det: SE 100 pm

View field; 416 ym | Date(m/dly): 01/02109 Embrapa Agroindustria Tropical View field: 415 ym | Date(midly): 01/01/09. Embrapa Agroinddstria Tropical View field: 519 ym  Date(m/dly): 01/02/08 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial; B - Face adaxial; C - Corte transversal.

Figura 9. Eletromicrografias do gen6tipo CCP 76 144 HAL

i i 3 3 o) s
SEMHV: 20.0kV. wo:tasamm | [ ([0} VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV. WD: 14.46 mm L VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV i | VEGA3 TESCAN

SEMMAG: 200 x Det: SE 200 pm SEM MAG: 300 x Det: SE 200 pm SEM MAG: 250 x Det: SE
View field: 1.04 mm |Date{midly): 01/01/08 Embrapa Agroindstria Tropical View field: 692 ym  Date(midly): 01/01/09 Embrapa Agroinddstria Tropical View field: 830 pm | Date(m/dly): 01/01/08 Embrapa Agro ia Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial; B - Face adaxial; C - Corte transversal.
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Figura 10. Eletromicrografia do genotipo CCP 09 144 HAI

VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 KV wo: 1064mm || | VEGA3 TESCAN SEM HV: 200KV |  WD:5.44mm (i VEGA3 TESCAN

M MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm
View field: 2.59 mm |Date{midly): 01101109 Embrapa Agroindistria Tropical Id: 208 um | Date(m/dly): 04/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical View fleld: 415 ym  Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial; B - Face adaxial; C - Corte transversal.

5.2 Sintomas nos discos de folhas 24 HAI

Os discos foliares do genotipo CCP 76 ndo apresentaram lesdes escurecidas nas

primeiras 24 HAI (Fig. 11-A e B) para nenhum dos isolados.

Figura 11. Discos de gen6tipo CCP 76 24 HAI

Fonte: autoria propria (2023).

A - Disco inoculado com o isolado LF. 200; B - Disco inoculado com o isolado LF. 201.

Entretanto, embora as fotografias feitas em lupa, ndo retratem sintomas na

superficie dos discos foliares, as eletromicrografias demonstram um inicio de colonizagao pelo
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patdgeno ja nas 24 HAI no gendtipo CCP 76 pelo isolado LF 201 e nenhum sinal de colonizagao
pelo isolado LF 200.

Figura 12. Eletromicrografias do genotipo CCP 76 24 HAI

| s i 00y : | VEGA3 TESCAN  SEM HU: 20.0 kv Jigili VEGA3 TESCAM SEMHV:200%V | Wo:wsemm | 1 VEGA3 TESCAN!
SEM MAG: B SEM MAG: 1.40 kx 20 pm SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm
View fieid: 349 pm  Data(midiy): 01101108 Embrapa Agroindiisiria Tropical  View field: 148 pm  Date{midy): 0101 Embrapa Agroindustria Tropical  View fisia: 415 pm  Dats{midiy): 010108 Embrapa Agroindlstria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face adaxial do gendtipo 24 HAI com o isolado LF 200; C:conidio ndo germinado; B - Face abaxial sendo
colonizada por fungo LF. 201; C - Face adaxial sendo colonizada por fungo LF. 201.

O genotipo CCP 09, inoculado com o isolado LF 200 e LF 201 apresentou sintomas

da doenga, representados por lesdes pontuais escurecidas ja nas primeiras 24 HAI (Fig.13).

Figura 13. Genotipo CCP 09 24 HAI

Fonte: autoria propria (2023).

A - Disco apresentando lesdes pontuais inoculado com o isolado LF 200; B - Disco inoculado com LF 201 24
HAL



33

J& o gendtipo BRS 226 apresentou lesdes pontuais 24 HAI (Fig. 14-A), 48 HAI (14-
B) para o isolado LF. 200 e inicio de manchas necréticas 24 HAI (Fig. 14-C) para o isolado LF
201.

Figura 14. Gen6tipo BRS 226 24 HAI

Fonte: autoria propria (2023)

A - Disco apresentando lesdes pontuais inoculado com o isolado LF 200; B - Disco inoculado com LF 200 48
HAI; C - Manchas necroéticas causadas pelo isolado LF 201.

Esses resultados foram relacionados com as eletromicrografias que confirmaram a

infeccdo nos gendtipos CCP 09 e BRS 226 (Fig. 15 e 16 respectivamente) pelo isolado LF. 200.



Figura 15. Eletromicrografia de genotipo CCP 09 24 HAI inoculado com o isolado LF 200

SEMHV:200kv | wD:1054mm |y 0111y VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0kV WD: 6.02 mm | I VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.40 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 um
View field: 148 pm | Date{midly): 01101/09 Embrapa Agroindéstria Tropical View field: 208 ym | Date(m/dly): 01/01/08 Embrapa Agroindistria Tropicat

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial; B - Corte transversal.
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Figura 16. Eletromicrografia de gendtipo BRS 226 24 HAI inoculado com o isolado LF 200

: = A, -~ o ' 5 WL
Ky WD: 14,84 mm VEGAI TESCAN  SEM HV: 20.0 kY WO: 14.73 mm Ll VEQGAS TESCAN  SEM HV: 20,0 KV WD: 8,88 mm
0 kx Det: SE SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm
pm  Datefmidy): 0101109 Embrapa Agroindustria Tropical View field: 415 pm _ Date{midly): 01/01/08. Embrapa Agroindisiria Tropical View fiold: 208 pm - Date{micly): 0110109 Embrapa Agroindusria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial; B - Face adaxial; C - Corte transversal.
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5.3 Estruturas de fixacio

5.3.1 Tubos germinativos

Os tubos germinativos tiveram formagao a partir das extremidades dos conidios
para ambos os isolados, com a formagao de um tubo germinativo por conidio. O isolado LF 200
teve sua germinagdo em até 24 HAI nos gendtipos CCP 09 (Fig. 17-A) e gendtipo BRS 226
(Fig. 17-B); ja para o gendtipo CCP 76, a germinagdo ocorreu por volta das 72 HAI (Fig. 17-
C) com este isolado e 24 HAI com o isolado LF 201 (Fig. 18-A e B).

Figura 17. Tubos germinativos foram formados 24 e 72 HAI com o isolado LF 200, nos
gendtipos CCP 09, BRS 226 e CCP 76

.t 4 F o e "4 v #
I d LA
SEM HV: 20.0 kV WD: 10.50 mm | 111 VEGA3 TESCAN SEI WD: 14.84 mm Lo | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV WD: 14.24 mm ¢
SEM MAG: 3.00 k Dot: 5E 20 4m sem Det; 58 S0y SEM MAG: 567 X Dot: sE
View field: 69.2 pm  Date(midiy): 010109 Embrapa Agroindustria Tropical View field: 208 pm  Date{midiy): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical View field: 311 pm  Date(midiy): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical I

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial do gen6tipo CCP 09 f; B - Face abaxial do genotipo BRS 226; C - Face abaxial de genétipo
CCP 76 72 HAL

A répida emissdo de tubos germinativos indica o reconhecimento da superficie
hospedeira pelo Colletotrichum, provavelmente pela emissdo de compostos volateis que

induzem a diferenciacao celular (SILVA, ef al. 2011).
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Figura 18. Formacao de tubos germinativos 24 HAI com o isolado LF 201 no genotipo CCP
76.

SEMHV: 200KV | WD: 14.83 mm VEGA3 TESGAN  SEMHV: 20.0 kV WD: 1479 mm L Ll VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.40 kx Det: SE SEM MAG: 900 x Det: SE 50 pm
View field: 148 pm _ Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical View fleld: 231 ym | Date(midly): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Face abaxial do genétipo CCP 76; B - Conidio germinando em face abaxial do gen6tipo CCP 76.

5.3.2 Apressorios

A formacado de apressorios de formato globoso e achatado se deu para ambos os
isolados em todos os genotipos com intervalos de tempo varidveis. As eletromicrografias
demonstraram rapida colonizagdo do isolado LF 201 no gen6tipo CCP 76, com a formagao de
estruturas de adesdo (apressorios) a partir das primeiras 24 HAI (Fig. 19-A) e 72 HAI com o
isolado LF 200 (Fig. 19-B).

Esse fato permitiu ao patdégeno permanecer no mesmo local durante o tempo
necessario para a colonizagdo, utilizando-se inclusive dos estdmatos para a penetracdo no

mesofilo foliar e favorecendo a infecgao pelas hifas (Fig. 19-B).
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Figura 19. Apressorios de gendtipo CCP 76 com o isolado LF 201 24 HAI e LF 200 72 HAL

SEMHV: 20.0 KV WD: 14.83 mm Ll VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 14.70 mm
SEM MAG: 1.40 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 2.00 kx Det: SE 20 pm
View fieid: 148 ym  Date(m/diy): 01/01/09 Embrapa Agroinddstria Tropical View field: 104 ym |Date(m/dry): 01/01/09 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Apressorio globoso formado sobre estdmato com o isolado LF 201; B - Apressorio achatado inoculado com
o isolado LF 200 s hifa penetrando os tecidos internos por meio de estomatos.

Para o isolado LF 200, notaram-se estruturas de fixagao (apressorios) nos genotipos

CCP 09 e BRS 226 a partir das primeiras 24 HAI (Fig. 20-A, 20-B).

Figura 20. Apressorios em genotipos CCP 09 e BRS 226 inoculados com o isolado LF 200.

Ry

. 5 - {
SEM HV: 20.0 kV WD: 10.50 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0kV |  WD: 14.13 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm. SEM MAG: 1.80 kx | Det: SE 20 pm
View field: 69.2 pm  Date(midiy): 01/01/09 Embrapa Agroindustria Tropical View field: 115 ym | Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Apressorio formado em gendtipo CCP 09 24 HAI; B - Apressorios achatados em gendtipo BRS 226
posicionados sobre o disco foliar.
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5.4 Estruturas reprodutivas

As estruturas reprodutivas do fungo foram coletadas em area do disco foliar
indicada pela presenga de massa de esporos alaranjada sobre a superficie do disco (Fig. 21-A e
B). A partir das 144 HAI todos os discos de folhas inoculados com o isolado LF 200 dos
genotipos CCP 09 (Fig. 24-A) e BRS 226 apresentaram necrose generalizada e as coletas foram

encerradas.

Figura 21. Massa alaranjada sobre superficie foliar de gen6tipo BRS 226 indicando estruturas
reprodutivas de Colletotrichum.

Fonte: autoria propria (2023).

A ¢ B - Massa de esporos.

Foi observada a formagdo de estruturas reprodutivas nos genotipos CCP 09 (Fig.
22-A e B) e CCP 76 (Fig. 22-C), com o isolado LF. 200, bem como a auséncia de conididéforos
no genotipo BRS 226 para este isolado. Ja para o isolado LF 201, ndo houve a ocorréncia de
estruturas de reproducao secundarias no genétipo CCP 76, tampouco para o genoétipo CCP 09.
Entretanto, foi observada a presenca de acérvulo rompendo o tecido da superficie foliar (Fig.

22-D) de gendtipo BRS 226 as 72 HAI isolado com LF 201 (LINS, ABREU e ALVES, 2007).
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Figura 22. Estruturas reprodutivas.

SEM HV: 20.0 kv WD: 9.95 mm L VEGA3 TESCAN SEM HV: 20,0 kV WD: 10.40 mm L VEGA3 TESCAN,
SEM MAG: 2.05 kx. Det: SE 20 pm SEM MAG: 140 Kx Det: SE 20 pm
View field: 101 ym | Date(midly): 01/01/09. Embrapa Agroindistria Tropical View field: 148 ym | Date(md/y): 01/01/09 Embrapa AgroindUstria Tropical

=

R

SEM HV: 20.0 KV WD: 14.57 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 KV WD: 11.38 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 ym SEM MAG: 1.50 kx Det: SE 20 pm
View field: 208 ym | Date(midly): 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical View field: 138 pm |Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023)

A e B- Geno6tipo CCP 09 inoculado com o isolado LF 200 120 HAI; C - Gendtipo CCP 76 inoculado com o
isolado LF 200 120 HAI; D - Acérvulo em gendtipo BRS 226 com o isolado LF 201 72 HAIL

5.5 A agressividade da antracnose

O grau de agressividade da doenga sobre o disco pertencente ao genotipo BRS 226
(Fig. 14-C), remete a relacao parasitaria estudada por Giblin ef a/ (2010), que cita que o grau
de agressividade dos patdgenos pode variar conforme o hospedeiro de origem. E Serra et a/
(2008) sugere que isolados monospdricos de cajueiro podem ser mais agressivos que isolados
multiesporicos (GIBLIN, et al. 2010; SERRA, et al. 2008; apud SILVA, et al. 2011).
Considerando-se que, em estudos in vivo, este gendtipo, este apresenta certa resisténcia a

antracnose (LIMA, ef al. 2019).
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A infeccdo do genotipo BRS 226 se apresentou mais intensa com o isolado LF 201
(Fig. 23-C e D) que o isolado LF 200 (Fig. 23-A e B), visto que as 24 HAI, o gendtipo BRS
226 ja apresentava grandes manchas escurecidas na superficie da folha (Fig.14-C) enquanto

que, para o isolado LF 200 apareceram lesdes pontuais até as 48 HAI (Fig.14-B).

Figura 23. O comportamento do gen6tipo BRS 226 em relacdo aos isolados LF 200 e 201.

£ * t -
SEM HV: 20.0 KV WD: 14.27 mm
SEM MAG: 400 x et: SE 100 ym SEM MAG: 300 x Det: SE
View field: 519 ym |Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical View field: 692 ym  Date(midly): 01/02/09

A3 TESCAN  SEM HU: 20.0 KV WD: 11,66 mm Ll
Det: SE 100 SEM MAG: 2.00 kx Det: SE 20 ym
View field: 519 pm  Date(midly); 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical View field: 104 pm _ Date(midly); 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023)

A - BRS 226 inoculado com o isolado LF 200 24 HAI; B - BRS 226 inoculado com o isolado LF 200 144 HAT,
C - BRS 226 inoculado com o isolado LF 201 120 HAI; D - Corte transversal de BRS 226 inoculado com o
isolado LF 201 120 HAL

O genoétipo CCP 09, apresentou uma infeccdo muito maior nos tecidos internos da
folha para o isolado LF 200 que para o disco inoculado com o isolado LF 201. As 120 HAI o
gendtipo CCP 09 inoculado com o isolado LF 200 apresentou fase necrotrofica (Fig.24-A e B),

com relacdo parasitaria intensa nos tecidos do parénquima pali¢adico, com hifas atravessando
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paredes vegetais de um lado a outro (Fig.25-A), com presenga de unidades reprodutivas nas

células dos tecidos (Fig.25-B) e presenca de hifas intracelulares (Fig. 25-C).

Figura 24. Discos de folha de genétipo CCP 09.

Fonte: autoria propria (2023).

A - Disco necrosado 144 HAI com o isolado LF 200; B - Disco parcialmente necrosado 72 HAI com o isolado
LF 200. C — 72 HAI com o isolado LF. 201.

Figura 25. Tecidos internos do gen6tipo CCP 09 inoculado com o isolado LF 200.

SEM HV: 20.0kV WD: 6.24 mm | | | vEeAsTESCAN sEMHV:20.0kv | WD:6.28 mm | VEGA3I TESCAN  SEM HV: 20.0 kY WD:580mm || " VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 ym SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 um SEM MAG: 2.10 kx Det: SE 20 um
View field: 69.2 um | Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical View field: 208 ym | Date(midly): 01/01/09 Embrapa Agroindiistria Tropical View field: 98.9 um | Date(m/dly): 01/01/09 Embrapa Agroindistria Tropical

Fonte: autoria propria (2023).

A - Hifas atravessando células de um lado para o outro; B - Conidios dentro de células dos tecidos internos; C -
Hifas destruindo células dos tecidos internos.

Observou-se no gendtipo BRS 226, conhecidamente resistente a antracnose, uma
infeccdo mais lenta com o isolado LF 200, do que a observada no gendtipo CCP 09
(conhecidamente suscetivel); o mesmo ocorreu no genétipo CCP 76 em comparagdo ao

genotipo suscetivel. Entretanto, ao comparar a infeccdo ocasionada pelos isolados LF 200 e 201
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no genotipo CCP 76, observou-se que o isolado LF 200, foi mais agressivo em comparacdo ao
LF 201, visto que, as 72 HAI com o isolado LF 200, o disco apresentou sintomas severos de
manchas necroéticas, hifas sobre o tecido e encharcamento (Fig. 26-A), enquanto que para o

isolado LF 201 72 HAI haviam apenas lesdes pontuais no disco foliar (Fig.26-B).

Figura 26. CCP 76 72 HAL

Fonte: autoria propria (2023).

A -72 HAI com o isolado LF 200; B - 72 HAI com o isolado LF 201.

No ultimo dia de coleta do experimento, os discos foliares dos gendtipos BRS 226

e CCP 76 ainda ndo se apresentavam completamente necrosados.

Foi observada a presenca de estrutura semelhante a um aglomerado de glandulas
(Fig. 27 - A e B) situadas no encontro entre a nervura principal e secundaria da folha, nos
gendtipos BRS 226 (Fig. 27-A e B) e CCP 09 (Fig. 28-A). Atualmente essas glandulas sdo
encontradas em folhas de cajueiro, sugerindo uma possivel estrutura de defesa da planta contra

o0 agente patogénico.



Figura 27. Aglomerado de glandulas em genotipo BRS 226.

Fonte: autoria propria (2023).

A - Aglomerado de estruturas esféricas em depressdo no encontro entre a nervura principal e secundaria do
limbo foliar. B - Hifas de fungo colonizando estruturas esféricas.
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Figura 28. Gen6tipo CCP 09 inoculado com o isolado LF 201.

Fonte: autoria propria (2023).

A - Aglomerado de estruturas esféricas em limbo foliar. B - Corte transversal de folha sendo degradada pela
infecc¢do fungica 120 HAI. C - Hifas colonizando superficie foliar 72 HAI.

Os isolados foram capazes de infectar os tecidos internos de todos os clones, por
aberturas naturais ou ndo e sem a presenca de ferimentos. Até mesmo infectar genotipos
resistentes a antracnose. Assim como no trabalho de Lins, Abreu e Alves de 2007, que
apresentou estudos histopatologicos de Colletotrichum em plantulas de cafeeiro, e foi observada
a formacao de tubo germinativo nas primeiras 24 HAI, embora os espécimes LF 200 e LF 201
ndo tenham apresentado germinagdes laterais, apenas nas extremidades. Também foi observada
a formagao de apressorios globosos de contornos regulares. Sobre as estruturas de frutificacao,
no trabalho de Lins, Abreu e Alves, o C. dematium formou acérvulos sobre a cuticula foliar, j&

para os isolados LF 200 e LF 201, estas estruturas apresentaram-se emergindo a partir dos
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tecidos internos, apds infec¢do extensa, colapsando a cuticula foliar como sugere Veloso et al

em seu trabalho sobre antracnose do cajueiro.

O aparecimento das estruturas de fixagdo (tubos germinativos, hifas e apressorios)
e estruturas de reproducdo, se mostraram distintas segundo o gendtipo e o isolado utilizado

variando conforme o tempo.

A auséncia de sintomas apresentada no gendtipo CCP 76 24 HAI com o isolado LF
201, demonstra como ocorre a fase biotrofica do patdogeno no hospedeiro. O fungo invade os
tecidos internos do hospedeiro, e expande-se para areas adjacentes, sem causar necrose imediata
nos tecidos. Ao final do experimento para este gendtipo, observou-se que o mesmo apresentava
apenas lesdes pontuais nos discos inoculados com o isolado LF 201, demonstrando sua

resisténcia a doenga.

Vale ressaltar que as condigdes em que o experimento se encontrava eram

favoraveis ao desenvolvimento da doenca, uma vez que a temperatura se encontrava em torno

de 27°C e umidade 45%.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que a caracterizagdo do processo de infeccdo para todos os isolados
inoculados em todos os clones utilizados foi exitosa. O que permitiu documentar através das
fotos e eletromicrografias as estruturas de deposi¢do, colonizacdo, fixagdo, reprodutivas e
parasitarias nos discos foliares variando conforme o tempo e o gendtipo. Observou-se que o

patogeno infecta os tecidos internos dos discos de folhas de modo direto e indireto.

Constatou-se ainda diferengas no comportamento dos genoétipos utilizados, onde o
gen6tipo BRS 226 citado como resistente na literatura, apresentou susceptibilidade para o
isolado LF 201. O genotipo CCP 76 mostrou-se mais resistente aos isolados que os demais
genoétipos, embora tenha sido infectado pelo patégeno, porém, com sintomas menos
expressivos. E, por fim, confirmou-se a susceptibilidade do isolado CCP 09 a ambos os

1solados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Para se observar o inicio da germinacdo dos conidios, seria necessario a

visualiza¢do em intervalos inferiores a 24 horas.

Para melhor entendimento ¢ necessario realizar a extracdo de DNA e

sequenciamento para identificar o patogeno a nivel de espécie.

Este estudo, portanto, se apresenta pioneiro para a demonstracdo do processo
infeccioso do Colletotrichum em cajueiro com diferentes isolados, testado em genétipos de
resisténcias variadas, relacionando sintomas visiveis em estereomicroscopio, por meio da

fotografia, com a observa¢do detalhada a nivel microscopico com MEV.
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