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RESUMO

CARVALHO, Beatriz Murizini; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Fevereiro, 2016 Infeccdo de Colletotrichum gloeosporioides em
folnas de maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims) Orientador: Silvaldo
Felipe da Silveira.

A cultura do maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims) apresenta
grande importancia no setor agricola, sendo o Brasil o maior produtor mundial.
Diversos fatores podem influenciar sua produtividade, principalmente as doencas.
A antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), principal doenca em pds-colheita,
tem sido responsavel por grandes perdas no campo. Estudos sobre a fase inicial
da infeccao e colonizacédo de C. gloeosporioides em folhas de maracujazeiro podem
elucidar aspectos relacionados com a patogénese e com o ciclo de vida deste
patbgeno em associacdo com o hospedeiro. Com o objetivo de realizar estudos
histopatolégicos dos eventos de pré-penetracdo, penetracdo e colonizacdo de
isolados de C. gloeosporioides em folhas de maracujazeiro, inocularam-se dois
isolados (Isolado | — Obtido de mudas; Isolado Il — Obtido de frutos de maracuja;
ambos com sintomas de antracnose) em folhas, da cultivar selegéo Flora Brasil ‘FB
100’, aplicando-se suspensédo de 10° conidios.mL?. Em diferentes tempos de
incubacdo em camara umida (3, 6, 18, 24, 48 e 72 horas e aos 15 e 21 dias ap0s
inoculacdo), realizaram-se anélises por Microscopia Optica e Eletronica de
Transmissdo. Analisou-se a patogénese do fungo em folhas de plantas mantidas
em casa-de-vegetacdo nos tempos de 3, 6, 18, 24, 48 e 72 horas apoés a inoculagao
(hai), e de folhas destacadas em 15 e 21 dias apés a inoculacao (dai). Nas amostras
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de folhas de plantas inoculadas na casa-de-vegetacdo, a germinacao conidial foi
observada as 3 hai, para ambos isolados. A formag&o dos apressorios foi as 6 hai
para o isolado Il, e mais tardiamente (12 hai) para o isolado I. Com 18 hai os
apressorios do isolado | ja haviam emitido peg de penetracéo, o que ocorreu 24 hai
para o isolado Il. Os apressorios apresentaram tendéncia de se formarem nas
junc@es celulares da epiderme e do complexo estomético, mostrando que o fungo
nao utiliza aberturas naturais para a penetracdo, a qual se da de maneira direta,
como é amplamente descrito para esse patogeno. As 48 e 72 hai evidenciou-se a
presenca de hifas intramurais nas células da epiderme. A presenca de vesicula de
infecgdo abaixo da parede celular da epiderme foi observada 72 hai. A partir das
folnas destacadas e sem sintomas foram encontrados apressorios nos cortes
foliares analisados, mas nao foi observada estrutura infectiva abaixo da epiderme
aos 15 e 21 dai. Em folhas destacadas, que manifestaram sintomas 15 dai, foi
possivel observar grande quantidade de hifas nos espacos intercelulares dos
tecidos subepidérmicos e adensamento de organelas celulares nas células
hospedeiras, em resposta a presenca das hifas do patdgeno. O fungo permaneceu
vivo e na forma de hifas e de vesiculas de infeccao, em folhas de maracujazeiros
inoculadas e sem causar sintomas aos 30 dias apds a inocula¢gdo, o que mostra
que o fungo apresenta uma fase latente nesse patossistema, que pode ser na forma
de vesiculas intramurais, apressoérios ou colonizacdo endofitica. Aventa-se que
esta relacdo endofitica seja uma estratégia de sobrevivéncia em folhas de
maracuja, e ndo somente uma fase de quiescéncia, como descrito nas infeccbes

de C. gloeosporioides em frutos verdes e assintomaticos.



ABSTRACT

CARVALHO, Beatriz Murizini; M.Sc.; Northern Rio de Janeiro State University
Darcy Ribeiro. February, 2016. Infection of Colletotrichum gloeosporioides on
passion fruit leaves (Passiflora edulis Sims). Advisor: Silvaldo Felipe da Silveira.

Yellow passion fruit (Passiflora edulis Sims) crop has huge importance for
agricultural sector and Brazil is the world's largest producer. Several factors can
influence its productivity, especially diseases. Anthracnose (Colletotrichum
gloeosporioides), the main post-harvest disease, has also been responsible for
severe damage to plantations, causing defoliation and dieback. Early stage and
colonization studies of C. gloeosporioides in passion fruit leaves can elucidate
aspects of pathogenesis and pathogen life cycle in association with the host. Aimed
histopathological studies of pre-penetration, penetration and colonization events of
C. gloeosporioides isolates on passion fruit leaves, we inoculated two C.
gloeosporioides isolates (Isolate | - Obtained from seedlings with anthracnose
symptoms. Isolated Il. - Obtained from passion fruit with anthracnose symptoms.)
on passion fruit leaves, ‘FB 100’ cultivar, pipetting suspension of
10° conidia.mL™* and testing different incubation times in moist chamber (3, 6, 18,
24, 48 and 72 hours after inoculation - hai, 15 and 21 days after inoculation - dai).
Sample tissues were analyzed by Light Microscopy and Electronic Transmission. It
was possible to analyze the fungus pathogenesis in leaves of plants maintained in
greenhouse (3, 6, 18, 24, 48 and 72 hai) and on detached leaves, maintained in
moist chambers, (15 and 21 dai.) under laboratory conditions. The conidial

germination was observed in the first count, 3 hours after inoculation (hai), for both
X



isolates. Young appressoria were observed at 6 hai to isolate Il and later, at 12 hai,
for isolated I. At 18 hai appressoria had already emitted penetration peg for isolate
| and at 24 hai for isolated Il. The appressoria tended to form in the epidermal and
guard cells junctions, showing that the fungus does not use stomata openings for
penetration, which occurs directly, as widely described for this pathogen. At 48 and
72 hai were evident the intracellular hyphae in epidermis cell. The presence of
infection bladder down the epidermis cell wall was observed at 72 hai, but we didn’t
observe appressoria in cuts at 24, 48 and 72 hai. At 15 and 21 dai many appressoria
were found in leaf fragments of detached leaves, but any infective structure were
seen under epidermis. At 15 dai, for symptomatic detached leaves large amount of
hyphae was observed in the intercellular spaces of subepidermal tissues and, in
response to infection, lots of cell organelles and electrondense materials inside the
host cells. The fungus remained alive in inoculated passion fruit leaves without
causing symptoms up to 30 dai, probably in the intramural vesicles form,
appressoria or endophytic colonization. It suggest that this endophytic relationship
is a survival strategy in passion fruit leaves, and not only a quiescent phase, as

described in C. gloeosporioides infections in immature and asymptomatic fruit.
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1. INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro-amarelo ou  maracujazeiro-azedo
(Passiflora edulis Sims) apresenta grande importancia no setor agricola,
principalmente pela ampla utilizacdo e aceitagdo da fruta no mercado mundial
(Meletti, 2011). O fruto é comercializado principalmente in natura e utilizado no
preparo de sucos, doces, geleias, sorvetes, licores e farinhas (Ruggiero, 1998;
Cavichioli et al., 2008).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, com uma producédo em
expansao estimada de 14.488 Kg/ha/ano, sendo a regiao sudeste a maior produtora
com uma producdo de 21.069 Kg/ha/ano (IBGE, 2014). Os fatores que mais
influenciam e prejudicam a produtividade desta fruteira no campo séo a polinizacao
deficiente, tipos e quantidade de fertilizantes inadequados, fatores climaticos
adversos e ataque de doencas e pragas. As doencgas, por sua vez, apresentam um
papel relevante na reducdo da produtividade dos pomares e na qualidade dos
frutos, sendo, inclusive, responsaveis pelo declinio da cultura em varias regides do
Brasil (Fischer, Kimati e Rezende, 2005).

Dentre as doencas que incidem na cultura do maracujazeiro, destacam-se
as que nao possuem estratégias eficientes de controle, tais como: a antracnose, a
morte prematura e o endurecimento dos frutos, ocasionados respectivamente pelo
fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., pela bactéria

Xanthomonas campestris pv. Passiflorae (Pereira, 1969) Dye (associado por vezes



a outros patdgenos) e pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
(Nascimento et al., 2004, Fischer et al., 2007).

A antracnose é considerada a principal e mais comum doenca em maracuja-
amarelo na pos-colheita e tem sido responsavel também por grandes perdas no
campo (Junqueira et al., 1999). A antracnose nos frutos inicialmente ndo acomete
a polpa, mas a lesédo na casca desqualifica o produto para comercializacdo. Na pés-
colheita, as lesdes nos frutos evoluem para podriddes profundas e secas, seguindo-
se a contaminacdo e fermentacdo do suco e a descoloracdo das sementes
(Junqueira et al., 2003b, Fischer et al., 2007).

No campo, o ataque de C. gloeosporioides induz a desfolha, que comumente
se agrava apOs a primeira colheita e ao longo do segundo ano de cultivo,
culminando com declinio da produ¢do. Em plantios sem controle quimico, Torres
Filho (1983) cita uma mortalidade de até 80% das plantas devido a antracnose no
segundo ano de cultivo, em lavouras irrigadas no Ceara. As recomendacfes para
manejo da doenca no campo nao tém proporcionado controle eficaz e cultivares
comerciais do maracuja-amarelo ndo tém demonstrado niveis de resisténcia
satisfatorios para o controle da antracnose (Junqueira et al., 2003a, Fischer et al.,
2007).

A disseminacdo do C. gloeosporioides dentro da lavoura ocorre
principalmente através de respingos de chuvas, eventualmente por insetos,
sementes e implementos agricolas (Ntahimpera et al., 1999; Madden et al., 1996;
Boudreau & Madden, 1995). Esse fungo pode sobreviver em sementes, restos de
cultura no solo e em tecidos afetados da prépria planta (Urefia-Padilla et al., 2001),

0 que torna seu controle dificil.

A maioria dos casos de antracnose na pos-colheita originam-se no campo.
Na pré-colheita, as condi¢cBes fisiologicas e climaticas ndo favorecem o
aparecimento dos sintomas nos frutos. Devido as infec¢des quiescentes, os frutos
infectados sem sintomas néao sédo descartados no momento da selecéo, embalagem
e transporte. A inibicdo do desenvolvimento dos fitopatogenos nessas infecgcdes
ocorre devido as condi¢des fisiologicas impostas pelo préprio hospedeiro, as quais

permanecem até o inicio do seu amadurecimento (Choudhury, 2004).



Existem inUmeros estudos relatando a importancia da antracnose em frutos
de maracuja (Moura et al., 2012, Fischer et al., 2007, Silva et al., 2006). Entretanto,
sao poucos trabalhos que visam elucidar os processos de sobrevivéncia e infeccao
de C. gloeosporioides em plantas de maracujazeiro. Estes estudos além de
descrever detalhes do processo infeccioso, explicam a forma de sobrevivéncia, as
fontes de inéculo possiveis, bem como determinam fatores que condicionam a
ocorréncia da doenca e a predisposicdo do hospedeiro a desfolha verificada no

campo.

PropGs-se, nesse trabalho, descrever o0 processo infeccioso de
C. gloeosporioides em folhas de maracujazeiro-amarelo mediante estudos
histopatoldgicos por meio de Microscopia Optica e da Microscopia Eletrdnica de
Transmissao; bem como avaliar a sobrevivéncia do patogeno em folhas de plantas

inoculadas em casa de vegetacao.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Caracterizar atributos etiologicos de Colletotrichum gloeosporioides em
folnas de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) nos estagios iniciais da

patogénese.

2.2 ESPECIFICOS
Verificar a forma de penetracdo e colonizacdo de C. gloeosporioides em
folhas de maracujazeiro por microscopia optica (MO) e eletrbnica de transmisséo

(MET) e descrever a fase inicial da patogénese.

Avaliar a sobrevivéncia de C. gloeosporioides em folhas inoculadas de

maracujazeiro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos botanicos de Passiflora e sua importancia

Maracuja é o nome popular dado a varias espécies de plantas pertencentes
ao género Passiflora. O termo deriva de marau-ya, que para os indigenas significa
"fruto de sorver" ou "polpa que se toma de sorvo" (Zeirak et al., 2010).

A primeira espécie de maracuja descrita no Brasil foi a Passiflora incarnata
L., por Nicolds Monardes em 1569, sob o0 nome de Granadilla, porém a primeira
referéncia ao maracuja data de 1587 na obra “Tratado Descritivo do Brasil” como
“erva que da fruto” (Rocha, 2004). No pais atualmente, sdo registrados cinco
géneros com cerca de 120 espécies, sendo 12 delas raras. A maioria produz frutos

comestiveis, porém com poucas cultivares (Souza & Lorenzi, 2008).

As espécies de maior interesse comercial no Brasil sdo P. edulis Sims
(maracuja-azedo, amarelo ou roxo) e P. alata Curtis (Maracuja-doce) (Ruggiero,
1987; Malerbo-Souza et al., 2002; Bernacci et al., 2003; Meletti, 2011). Dentre
essas espécies, o0 maracuja-amarelo (P. edulis) esta presente em 97% da area total
plantada no pais e do volume comercializado. Cerca de 60% da producdo é
destinada ao consumo in natura e o restante as industrias de processamento,

sendo o suco o principal produto (Cavichioli et al., 2008).

O maracujazeiro apresenta importancia econdémica devido as inumeras

caracteristicas fisico-quimicas e farmaco-terapéuticas de seus produtos e



subprodutos do processamento dos frutos, sementes, folhas e raizes. Da parte
aérea da planta extraem-se farmacos e sdo popularmente consumidos na América
e FEuropa para o tratamento de ansiedade, insbnia e irritabilidade
(Dhawan et al., 2001; Akhondzadeh et al., 2001; Cavichioli et al., 2008; Zeraik et
al., 2010). O suco da fruta também possui valor medicinal, sendo fonte de

compostos antioxidantes, devido a presenca de polifendis, principalmente
flavonoides (Zeraik et al., 2010).

O maracuja também tem sido estudado para o tratamento contra a
dependéncia a canabinoides (termo genérico usado para descrever substancias
naturais ou artificiais, que ativam os receptores canabinoides) (Dhawan & Sharma,
2003), diminuicdo da resisténcia a insulina em pacientes com diabetes tipo 2
(Queiroz et al., 2012) e alcoolismo cronico (Carlini et al., 2006).

Dentre os subprodutos do processamento do fruto, cascas e sementes
podem ser utilizadas na alimentacdo, tanto humana, como animal. As cascas
possuem fibras sollveis (pectina), que sdo benéficas aos seres humanos, além de
serem ricas em niacina, ferro, calcio e fésforo. Das sementes obtém-se 4leo,
altamente atraente para industrias cosméticas, devido ao seu alto teor de &acidos
graxos raros (Zeraik et al., 2010; Espirito-Santo et al., 2013; Spoladore et al., 2014).

A planta do maracuja possui ainda potencial para uso ornamental, devido as
suas belas flores, atrativas pelo seu tamanho, exuberancia de cores e originalidade
de formas (Peixoto, 2005).

3.2 A Antrachose do maracujazeiro: importancia, danos, etiologia e
patogénese

A antracnose é uma importante doenca em fruteiras tropicais, causando
sérios danos, especialmente na fase de pds-colheita (Arauz, 2000). A sua-etiologia
¢ atribuida a fungos coelomicetos que produzem estruturas acervulares em plantas,
destacando-se aqueles do género Colletotrichum. A doenca caracteriza-se por
apresentar lesdes necréticas escuras e profundas em o6rgdos suculentos e nas
nervuras foliares (Ainsworth, 1971, citado por Pereira, 2009). E particularmente
comum e importante em fruteiras tropicais e olericolas, plantas medicinais,

arbustivas e arvores silvestres, causando podriddes de colmos, caules e frutos,



seca-de-ponteiros, manchas foliares, infeccbes latentes ou quiescentes e
antracnoses em folhas e frutos (Photita et al., 2004; Waculicz-Andrade, 2009). A
espécie Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc
[teleomorfo Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk] € a espécie
comumente associada a antracnose em frutos de plantas cultivadas, como no caso

da antracnose do maracujazeiro (Fischer, Kimati e Rezende, 2005).

Na cultura do maracujazeiro, no Brasil, a doenga incide principalmente na
pos-colheita, constituindo-se na mais importante doenca pos-colheita da cultura do
maracujazeiro, reduzindo o periodo de conservacéao dos frutos. No campo, assume
grande importancia, principalmente quando associada a mancha bacteriana
(Xanthomonas campestris pv. passiflorae), estado fisioldgico da planta e condi¢bes
climaticas favoraveis ao desenvolvimento do fungo. Nessas condi¢cdes a doenca
induz comumente a desfolha acentuada quanto mais desenvolvida estiver a
lavoura, especialmente apds a primeira colheita, comprometendo a producdo no

segundo ano de cultivo (Torres Filho, 1983; Fischer, 2007).

A doenca provoca sintomas em toda a parte aérea da planta, causando
lesBes necréticas em folhas, frutos, ramos e apodrecimento em pdés-colheita nos
frutos. Os sintomas nas folhas sdo manchas irregulares, de coloracdo marrom claro
a escuro e bordos indefinidos. Nos frutos, durante o amadurecimento, formam-se
manchas superficiais circulares ou irregulares, de coloragéo creme a marrom claro,
com bordos Umidos e indefinidos, que evoluem para podriddes deprimidas e com
bordos encharcados. Nos ramos, a doenca forma cancros irregulares, de coloracdo
esbranquicada a creme, que com o0 aumento da lesdo pode provocar anelamento

e seca dos ponteiros (Medeiros & Peruch, 2012).

Frequentemente as areas lesionadas de folhas, ramos e frutos apresentam
sinais na forma de pequenos pontos pretos, que sédo acérvulos do fungo, os quais,
nos frutos e em condi¢des de alta umidade, sdo cobertos por uma massa rosada
constituida de conidios do fungo embebidos em matriz mucilaginosa (Bailey et al.,
1992). Nos frutos, infec¢cdes secundarias por patdégenos apodrecedores ocorrem a
partir das lesbes da antracnose, agravando as perdas e a depreciacao do produto

na pos-colheita (Lima Filho et al., 2003).



3.3 A espécie Colletotrichum gloeosporioides

O género Colletotrichum engloba fungos mitospdéricos, que produzem
conidios em acérvulos (coelomicetos) com teleomorfos em Glomerella (Stoneman)
Spauld. & H. Schrenk (Skipp et al., 1995, Dutra, 2008).

As espécies de Colletotrichum apresentam uma ampla distribuicdo
geografica, particularmente em regibes quentes e uUmidas, como nos trépicos
(Jeffries et al., 1990; Pereira, 2009) e sdo extremamente diversas, podendo ser
saprofitas e fitopatogénicas. As espécies fitopatogénicas causam doencas
importantes na maioria das culturas, principalmente nas fruteiras tropicais e em
diversas olericolas (Photita et al., 2004; Waculicz-Andrade, 2009).

Taxonomicamente, espécies de Colletotrichum se dividem em dois grupos
ou “espécies complexas”: O complexo “gloeosporioides”, que inclui espécies com
conidios cilindricos, e o complexo “acutatum” (Colletotrichum acutatum H.
Simmonds), que apresentam conidios fusiformes (Phoulivong et al, 2010).
C. gloeosporioides (lato sensu) é reconhecido como um dos taxons mais
importantes, sendo este registrado em 1967 publicacbes de ocorréncia no mundo,
causando infeccdes em 904 espécies de plantas hospedeiras diferentes (Farr &
Rossman, 2011; Phoulivong et al., 2010), principalmente nos tropicos. Seus
conidios sao hialinos e unicelulares, geralmente formados em conjuntos em uma
mucilagem de coloracdo salmdo. As células conidiogénicas geralmente sao
agregadas em acérvulos, mas também podem ser formadas em ramificages

laterais do micélio (Menezes, 2002; Fischer, Kimati e Rezende, 2005).

O processo infeccioso de C. gloeosporioides em plantas é amplamente
conhecido e caracterizado. Na presenca de agua sobre as folhas e frutos os
conidios germinam produzindo tubo germinativo, em cujo apice diferencia-se uma
célula globosa e melanizada, que se fixa na superficie promovendo adeséao,
denominada apressorio. Apressorios podem ser formados no promicélio ou
diretamente dos conidios ou ascésporos. No inicio sdo hialinos e com o passar do
tempo tornam-se castanhos ou cinza escuros. Apressorios de Colletotrichum spp.
apresentam formatos arredondados ou levemente clavados a irregulares, sendo
esta variabilidade, juntamente com a morfologia dos conidios, uma importante

caracteristica para delimitacdo morfologica de espécies do género (Sutton, 1992).



Epidemias de antracnose s&o favorecidas por temperaturas elevadas,
associadas a molhamento foliar (Buffon, 2010). A &gua na sua forma liquida
apresenta papel primordial na disseminacéo do fungo e no seu processo infeccioso.
Os conidios sao soltos e dispersos dos acérvulos pela agua na forma de respingos
de chuva ou irrigacdo, ou podem também ser dispersos por insetos, ou serem
disseminados mecanicamente por ferramentas e pelo contato manual. A agua
promove a dissociacdo dos conidios produzidos em mucilagem e dilui a biotina
presente na mesma, que apresenta efeito auto inibitorio, impedindo a germinacao
dos conidios antes da sua dispersdo e disseminacdo. Apds a deposicao dos
conidios na superficie da planta hospedeira ocorre a germinagdo com emissao do
tubo germinativo que, no apice, apos septacao, diferencia-se em uma célula
entumecida, de parede grossa e melanizada, que € o apressorio. A funcdo do
apressorio é promover a adesao e a penetracdo do patdégeno no hospedeiro. Os
apressorios se formam em resposta a estimulos fisicos e quimicos da superficie da
planta hospedeira (Jeffries et al., 1990). A penetracdo normalmente ocorre
diretamente, pela digestdo e compressao pontual (puncéo) da cuticula da planta
pelo peg de penetracdo, que se desenvolve abaixo do apressorio (Figura 1) (Bailey
et al., 1992; Mendgen & Deising, 1993). O patdgeno pode permanecer quiescente
ou dormente (inativo), até o inicio do amadurecimento dos frutos ou da senescéncia

dos 6rgéos parasitados (Prusky, 1996).
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Parede Melanizada

Matriz Extracelular
Tubo Germinativo

Apressorio
Cone Conidio
Peg de penetagao . Hifa primaria
A
)
Vesicula de infecgéio Septo

Mendgen e Deising, 1993

Figura 1 (Mendgen & Deising, 1993). Esquema simplificado das estruturas de infec¢édo de
Colletotrichum lindemuthianum. Mostrando conidio, tubo germinativo, apressério, peg de
penetracao, vesicula de infeccdo e hifas de colonizacao em células de planta hospedeira.

3.4 Patogénese da Antracnose - Infec¢cdo Quiescente

O termo infecgdo quiescente descreve uma relacao parasitica dormente ou
quiescente, durante a qual, o patdgeno infectivo permanece inativo (paralisado ou
dormente), sem induzir sintomas. Embora o inicio do processo infeccioso ja tenha
ocorrido, durante a quiescéncia ndo ha patogénese, ou seja, ndo ha alteracbes
fisioldégicas perceptiveis ou que resultem na expressao de sintomas da doencga no
orgédo infectado. Apds o periodo quiescente, o patdbgeno retoma sua atividade e
prossegue a patogénese, colonizando os tecidos do hospedeiro, causando a morte
de células e induzindo & expressao dos sintomas caracteristicos da doencga (Prusky
& Plumbley, 1992).

Colletotrichum gloeosporioides e outras espécies do mesmo grupo,
patogénicas em plantas, comumente desenvolvem infec¢cdes quiescentes em
frutos. A quiescéncia é considerada uma forma de parasitismo evoluido, onde o
patdgeno adaptou-se ao hospedeiro, infectando seus tecidos numa fase em que
estes sdo resistentes a colonizagdo necrotrofica, dentre outros motivos, devido a
presenca de compostos antifingicos pré-formados ou pela auséncia de nutrientes

essenciais ao crescimento fungico. Quando os frutos amadurecem ou os tecidos
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do hospedeiro iniciam senescéncia, os compostos antifingicos sdo extintos e os
nutrientes, principalmente agucares, agora disponiveis, possibilitam o crescimento
do patdégeno, que prossegue com a colonizacdo necrotrofica dos tecidos
(Prusky, 1996).

Essa quiescéncia nos tecidos do hospedeiro pode ocorrer em diferentes
fases ou formas (estruturas), dentre as quais, destacam-se: apressorios; hifas
subcuticulares, subepidérmicas ou intercelulares; vesiculas infectivas em células
epidérmicas e subjacentes; sendo esses fatores variaveis conforme as espécies de
Colletotrichum e hospedeiro. Em frutos verdes de mamao, citrus, banana e abacate,
a quiescéncia é principalmente atribuida ou garantida pelos apressorios. J4, em
manga e amora, a quiescéncia foi demonstrada na forma de hifas subcuticulares
(Peruch, 1998).

Todavia, em maracujazeiro, ndo existem estudos precedentes sobre a
infeccdo em folhas. O entendimento do processo infeccioso e da possivel
quiescéncia de C. gloeosporioides em folhas de maracujazeiro é importante para
se elucidar ndo s6 o processo infeccioso, mas, também, poderd embasar outros
estudos histopatoldgicos das reacdes eventuais de resisténcia de genétipos do
hospedeiro, e, também, para se melhor compreender a epidemia no campo, o que
possibilitara estabelecer estratégias mais eficientes para o controle da antracnose

do maracujazeiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo das mudas e conducao das plantas

Foram realizados dois experimentos em folhas de maracujazeiro. No
primeiro, utilizaram-se folhas destacadas e incubadas em laboratério. No segundo,
inocularam-se folhas, ndo-destacadas, de plantas mantidas em casa de vegetacao.
No primeiro experimento as mudas foram produzidas de sementes de frutos de
maracuja-amarelo obtidos do mercado local. No segundo experimento, as mudas

foram fornecidas pelo viveiro da prefeitura de S&o Francisco do Itabapoana - RJ.

Para producdo de mudas por sementes, procedeu-se o despolpamento em
liquidificador doméstico com as pas cobertas por fita adesiva para ndo afetar a
viabilidade da semente (Lima, 1973). As sementes foram secas a sombra em papel
absorvente e armazenadas a temperatura ambiente até o plantio. O substrato
utilizado para a producédo das mudas foi o Plantmax® (Eucatex®), tratado para a
desinfestacédo por 24 horas em solarizador (Martins et al., 2003). Utilizou-se tubetes
de 15 x 5 cm semeando-se 3 sementes em cada um. ApGs a germinacao, foi feito
0 desbaste deixando apenas uma planta por tubete. Ao atingirem 10 cm de altura
as mudas foram transferidas para vasos plasticos, com capacidade de 3 L,
contendo terra e areia na propor¢cdo de 2:1 e 30 gramas de adubo quimico
formulado (4-14-8). As mudas foram mantidas em casa de vegetacao, onde foram

tutoradas e conduzidas em arame para posterior coleta das folhas.
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As mudas do segundo experimento foram de maracuja-amarelo, cultivar
Flora Brasil ‘FB 100’, produzidas originalmente pela empresa Viveiros Flora Brasil®.
As mudas foram fornecidas pelo horto municipal de Sao Francisco de Itabapoana
— RJ, as quais foram transplantadas para vasos de 10 L, contendo substrato de
terra e esterco curtido (1:1) e mantidas em casa-de-vegetacéo. Os tratos culturais,
podas e molhamento foram realizados de acordo com as recomendagfes para a

cultura.

4.2 Obtencéao e isolamento de Colletotrichum gloeosporioides

Para o experimento em folhas destacadas foi utilizado apenas um isolado de
Colletotrichum, oriundo de frutos apresentando sintomas de antracnose. No
segundo experimento em folhas ndo-destacadas foram utilizados dois isolados, o

Isolado I, proveniente de ramos de mudas doentes, e o Isolado I, citado acima.

Fragmentos de frutos de maracujazeiro apresentando sintomas de
antracnose, Isolado II, foram submetidos os isolamento indireto segundo Alfenas et
al. (2007) e adicionados em meio BDA (batata-dextrose-agar), em placas de Petri.
O Isolado I, proveniente de mudas de maracujazeiro apresentando sintomas de
antracnose, foi isolado de forma direta, onde acérvulos do fungo foram transferidos
da haste da muda para o meio BDA em placa de Petri. Apds isolamento e
identificacdo morfolégica das colénias dos dois isolados, as culturas foram

repicadas e mantidas em meio BDA em temperatura controlada de 25°C.

4.3 Obtencao das amostras para os estudos histopatoldgicos

4.3.1 Inoculagéo em folhas destacadas

Folhas destacadas de maracujazeiro amarelo, obtidas de plantas mantidas
em casa-de-vegetacao, como descrito anteriormente, foram utilizadas para avaliar
a penetracdo e a colonizacao de C. gloeosporioides. As folhas foram destacadas e
inoculadas com uma suspensao contendo 10° conidios.mL, depositando-se uma
gota de 20uL por ponto de inoculagao, sendo estes sobre a superficie abaxial das

folhas, em todas as bifurca¢des primarias da nervura central.

Apés inoculacdo, as folhas foram colocadas em bandejas plasticas,

previamente desinfestadas com alcool 70% e dispostas com a parte abaxial para
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cima. Em cada bandeja depositou-se um chumaco de algoddo embebido em agua
para criar condicdo de camara Umida e na base de cada peciolo foi inserido um
chumaco de algoddo embebido em solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland &
Arnon, 1950). As bandejas foram ensacadas com plastico transparente, para
manter umidade interna e incubadas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h de luz,
por até 21 dias. Folhas sem sintomas, com 15 e 21 dai, e folhas com sintomas,

15 dai, foram incluidas em resina e submetidas aos cortes em ultramicrétomo.

4.3.2 Inoculacdo em folhas ndo destacadas

Plantas de maracujazeiro-amarelo ‘FB 100’ com aproximadamente 5 meses
de transplantio, foram inoculadas com os dois isolados de C. gloeosporioides
supracitados. Para isso, conidios foram obtidos por lavagem de culturas em placas,
com 15 dias de incubagao e uma gota, aproximadamente 20 uL de suspenséao de
10° conidios.mL%, foi depositada em trés locais marcados na superficie abaxial das
folhas, junto a nervura central. Escolheu-se as folhas do terco médio do ramo
principal da planta. Utilizou-se caneta de marca permanente para demarcagéo da

area inoculada.

ApGs inoculagdo, as folhas foram mantidas sob camara Uumida, por 48 h,
envolvida com saco de filme plastico transparente, em cujo interior foi adicionado
um chumaco de algodédo umedecido com agua esterilizada. As coletas das folhas
inoculadas para avaliacdes sob microscopia 6ptica foram realizadas em 4 tempos:
as 3, 6, 18 e 24 h ap6s a inoculacéo (hai) para cada isolado selecionado, totalizando
8 folhas. Para a MET as coletas foram em 3 tempos, as 24, 48 e 72 hai, sendo uma

folha por tempo para cada isolado, totalizando 6 folhas.

4.4 Preparacdes para Microscopia

Todas as folhas coletadas, tanto inoculadas destacadas, como nao-

destacadas, foram cortadas em fragmentos de 0,5 cm2.

As amostras de folhas inoculadas destinadas a microscopia eletrénica de
transmissao foram fixadas em glutaraldeido a 2,5%, formaldeido a 4% e tampéao
cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,3. Depois foram lavadas em tampéao cacodilato de
sédio 0,05 M e pos-fixadas em solugdo contendo tetroxido de Osmio a 1% e tamp&o

cacodilato de sodio 0,05 M. Na sequéncia, os fragmentos foram desidratados em
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série cetdnica ascendente (acetona 50% a acetona 100% super seca) e foram
infiltradas pela substituicdo gradual da acetona pela resina LR-White no caso das
folhas destacadas e para as folhas nao-destacadas foi utilizado a resina epoxi
(Epon 812%®). Apds a substituicido com a resina pura, os fragmentos foram
colocados em moldes e levados a estufa a 60 °C por 48 horas, para a polimerizacéo
e obtencao de blocos solidos.

Os blocos foram cortados em duas espessuras, 1 pum e 90 nm usando-se
ultramicrétomo (Reichert Ultracut S™) equipado com navalha de diamante. Os
cortes de 1 um foram corados com azul de toluidina a 1% (Klein et.al., 2004) e
observados ao microscoépio 6ptico (Nikon Eclipse 80i). J& os cortes de 90 nm foram
dispostos em uma grade de cobre e contrastados com uma solu¢cdo aquosa de
acetato de uranila 5% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) para observacdo e

captura de imagens em Microscépio Eletrénico de Transmissdo (JEM-1400 Plus).

Para a avaliacdo em microscopia Optica as folhas foram submetidas a
descoloracéao foliar, processada de acordo com protocolo adaptado de Stadnik &
Buchenauer (2000). Os fragmentos foram acondicionados imediatamente apos a
coleta, em placas de Petri tampadas, contendo 10 mL de etanol: acido acético
glacial [3:1(v/v)] para fixacao e clareamento dos tecidos por, no minimo, 24 horas
ou até os fragmentos tornarem-se de aspecto leitoso. Decorrido esse tempo 0s
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo uma solucdo de
lactoglicerol 1:1:1 (v/v) (acido latico, glicerol e &gua) para conservagdo e montagem
em laminas para microscopia. As estruturas do fungo sobre os fragmentos foram
coradas com azul de algoddo em lactofenol e observadas em microscépio 6ptico
(Nikon Eclipse i80). Os conidios presentes nas amostras foram avaliados quanto a
germinacao, formacao de apressorio e penetracao.

4.5 Sobrevivéncia de Colletotrichum gloeosporioides em folhas de

maracujazeiro amarelo

Para verificar a sobrevivéncia do patégeno nas folhas inoculadas em casa
de vegetacao, realizaram-se coletas aos 16 e 30 dias apds a inoculacdo (dai),

visando o reisolamento do patogeno.

Para inoculacéo, 10 folhas do terco médio do ramo principal das plantas

foram aspergidas com suspenséo de 10° conidios/mL do Isolado Il. Como controle,
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outro conjunto de 10 folhas foram aspergidas com agua. Aos 16 e 30 dai, amostras
de ambos tratamentos foram submetidas ao isolamento em cultura-pura, pelo
método indireto em meio BDA, segundo Alfenas et al. (2007). Avaliou-se durante
15 dias o aparecimento de coldnias tipicas do fungo, bem como de eventuais
contaminantes, comparando-se as placas feitas a partir das amostras de folhas

inoculadas com as ndo-inoculadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Folhas destacadas

As folhas que foram inoculadas e incubadas em camara umida, comecgaram
a expressar os sintomas da antracnose a partir dos 15 dias ap0s a inoculacéo (dai).
Tanto as folhas sem sintomas, aos 15 e 21 dai, quanto aquelas com sintomas, aos

15 dai, foram processadas para analise microscopica.

Nas amostras de folhas sem sintomas, nao foi observada colonizacéo pelo
patdogeno, como presenca de hifas no mesofilo. Na microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET), contudo, mesmo aos 15 dai, observou-se a presenca de
apressorios envoltos em mucilagem na superficie foliar (Figura 2A) e de bactérias
associadas (Figura 2B). Essa mucilagem €, geralmente, responsavel pela
aderéncia e sobrevivéncia dos apressorios na superficie do hospedeiro (Bergstrom
& Nicholson 1999). Diversos autores relatam a sua importancia na germinacgao,
sobrevivéncia e dispersdo dos conidios, bem como na patogenicidade de
Colletotrichum spp. (Bailey et al., 1992; Bergstrom & Nicholson 1999; Bergstrom &
Nicholson, 1981; Mendgen & Deising, 1993). Essa matriz mucilaginosa caracteriza-
se por ser soluvel em agua, possuir altos niveis de polissacarideos e glicoproteinas
cComo componentes principais e enzimas associadas, essenciais para a infec¢ao
nas plantas (Bailey et al., 1992; Bergstrom & Nicholson 1999). Essa associacgéao de

fungos com bactérias pode ser benéfica para os dois microrganismos, no sentido
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de que eles colaboram mutuamente na formacgao de biofilmes, o que aumenta a

sobrevivéncia de ambos na superficie foliar.

Abaixo da parede celular, no vacuolo das células da epiderme, foi possivel
observar acumulo de substancias eletrodensas, possivelmente fitoalexinas ou
outras substancias produzidas pela planta em resposta a presenca do patégeno
(Figura 2). Marques et al. (2015) observaram na interacdo C. acutatum x Citrus
sinensis grande quantidade de goticulas de lipideos e plastidios em estroma
eletrodenso. Para os autores esse acumulo de substancias indica que as células
epidérmicas respondem ao patdgeno, resultando em alteracdes cuticulares que

podem vir a limitar a infeccéo. No patossistema C. gloeosporioides x maracujazeiro,

estudos aprofundados dessas respostas sdo ausentes.

o

Figura 2: Fotomicrografias, em MET, de cortes transversais de folha de maracujazeiro
inoculada com o fungo Colletotrichum gloeosporioides aos 15 dias ap0s inoculacdo e na
auséncia de sintomas. (A) Apressorio envolvido em mucilagem (seta) e, abaixo da parede
celular epidérmica, acumulo de material eletrodenso (seta). (B) Apressorio fixado na
parede celular da epiderme (seta) com acumulo de material eletrodenso logo abaixo da
parede celular (seta). AP: Apressorio; ME: Material eletrodenso; PC: Parede celular da
epiderme.
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Aos 21 dai, na maioria das amostras de folhas destacadas sem sintomas,
nao se observou presenca de apressorios. Nas poucas amostras com apressorios,
estes estavam presentes em baixissima quantidade, ndo sendo possivel a analise
por MET. Alguns foram encontrados nos cortes semifinos
(1 pm) ao microscopio optico (Figura 3). Porém, nas amostras de folhas inoculadas
com o isolado Il, n&o se observou peg de penetracao ou cone apressorial, conforme
relatado para Colletotrichum spp. em outros hospedeiros (Bentes et al., 2002;
Ranathunge et al., 2012; Moraes et al., 2015).

Figura 3: Fotomicrografia em microscépio éptico de corte de folha
assintomatica e destacada de maracujazeiro, inoculada com o
fungo Colletotrichum gloeosporioides, aos 21 dias de incubacéo
apos a inoculagéo, evidenciando presenca de um apressorio (AP).

Na avaliagdo de amostras de folhas que apresentaram sintomas, feita aos
15 dai, observou-se colonizacdo extensiva pelo patdégeno, com a presenca de
grande quantidade de hifas nos espacos intercelulares e entremeando a parede
celular epidérmica (Figura 4B e 4C). No interior das células subjacentes do
hospedeiro, observou-se espessamentos da parede celular (papilas), bem como
acumulo de substancias eletrodensas e organelas, provavelmente envolvidas na
secrecdo de substancias de defesa, em resposta a presenca do patdgeno
(Figura 4).
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Figura 4: Fotomicrografias,

maracujazeiro-amarelo, inoculadas com o fungo Colletotrichum gloeosporioides, aos 15
dias ap0s a inoculacdo e com sintomas iniciais de antracnose. (A) Presenca de hifa em
espaco intercelular (seta); (B) Hifa entremeando a parede celular da epiderme abaxial
(seta) e nos espacos intercelulares (TF*). (C) Hifas no espaco intercelular do mesofilo da
folha (seta) e célula adjacente com grande quantidade de organelas apresentando
acumulo de substancia eletrodensa e organelas celulares (OC*). (D) Detalhe da hifa em
meio a parede celular da epiderme do hospedeiro (seta). Legenda: HI: Hifas de infec¢éo;
OC: Organelas celulares; TN: Tecido necrosado.



21

5.2 Folhas ndo destacadas

5.2.1 Microscopia Optica de folhas diafanizadas

Os eventos de pré-penetracdo em folhas de maracuja, da germinacao
conidial até a diferenciacdo do apressorio, foram similares ao que ja foi descrito
para Colletotrichum spp. noutros hospedeiros, como revisado por Bailey et al.
(1992).

A aderéncia dos conidios, evento essencial para o sucesso da infeccao
(Mendgen & Deising, 1993; Mercure et al., 1994), para ambos isolados se deu em
alta frequéncia sobre as juncdes celulares da epiderme e nas células do complexo
estomatico (Figura 5A e 5B), mostrando certa afinidade com a topologia da
superficie foliar. O mesmo foi descrito por Ferreira et al. (2009) para
C. gloeosporioides em folhas de Coffea arabica L.. A adeséo conidial na superficie
do hospedeiro influencia diretamente no processo germinativo e na infeccao
(Mercure et al.,, 1994). Possivelmente, este posicionamento dos conidios deve
contribuir para uma rapida adesao, o que pode aumentar a chance de sucesso no

estabelecimento do patégeno e no desenvolvimento da doenca.

As 3 hai, observou-se intumescimento e septacéo dos conidios em inicio de
germinacdo para ambos isolados (Figura 5C), o que condiz com estudos
precedentes de germinacdo conidial da espécie C. gloeosporioides
(Mould et al., 1991; O’Connell et al., 1993; Lins et al., 2007; Ferreira et al., 2009).

O tempo da germinacéo para espécies de Colletotrichum é muito variavel,
indo de trés até 96 hai (Nair & Corbin, 1981; Roberts & Snow, 1984; Bailey et al.,
1992; Orozco, 2003). Segundo Orozco (2003), o tempo para inicio da germinacao
de conidios de Colletotrichum é dependente de fatores externos, especialmente da
temperatura e a presenca de materiais exdgenos (Bailey et al., 1992; Skipp et al.,
1995).

O Isolado Il apresentou tubo germinativo visivelmente maior e de maior
caliore com 3 hai, comparado ao isolado |, podendo-se observar um
intumescimento no apice do tubo germinativo, sendo a formag&o do pré-apressorio
(Figura 5C e 5D). Neste trabalho, assim como no de Pereira et al. (2009), a emisséo
do tubo germinativo ocorreu nas extremidades do conidio, havendo entretanto,

alguns conidios que germinaram lateralmente (Figura 5E e 5F). Os conidios do
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Isolado Il ndo apresentaram padrdo Unico de crescimento do tubo germinativo,
apresentando comprimentos longos e curtos (Figura 5F). Pereira et al. (2009), na
interac&o de C. gloeosporioides x cafeeiro, observaram que o crescimento do tubo

germinativo foi variavel antes da formacao do apressorio.
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Figura 5 Fotomicrografias sob microscopia de luz de folhas descoloridas de maracuja
amarelo, inoculadas com C. gloeosporioides. (A) Deposi¢éo dos conidios na jungéo das
células epidérmicas e do complexo estomatico - Isolado Il, mostrando a germinacao as
3 hai com pré-apressorios (PA). (B) Deposicdo dos conidios na jungcdo das células
epidérmicas e do complexo estomatico - Isolado I, as 3 hai. (C) Conidios depositados
na juncao das células epidérmicas as 3 hai, mostrando a septacao conidial e o inicio da
formacao do tubo germinativo. (D) Conidio germinando e formando pré-apressoério a
partir do tubo germinativo- Isolado I, as 3 hai. (E) Presenca de tubo germinativo terminal
em conidios as 6 hai. (F) Tubo germinativo lateral em conidios (Seta) as 6 hai, sendo
alguns longos (*1) e outros curtos (*2) do mesmo Isolado Il. Legenda: PA: Pré-
apressorio; TG: Tubo germinativo; SP: Septo; CO: Conidio; TGt: Tubo germinativo
terminal; TGI: Tubo germinativo lateral.
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O apressorio, diferenciacdo morfologica do apice de uma hifa, a partir do
qual se origina uma hifa de penetracdo e tém como func¢des a adeséo, penetracao
e sobrevivéncia do patégeno (Amorim, 1995), para ambos isolados, apresentaram-
se de formato globoso a subgloboso, com contorno regular, conforme descrito para
a espécie C. gloeosporioides. A sua formacé&o no Isolado Il teve inicio as 3 hai com
um intumescimento do apice do tubo germinativo, formando o pré-apressorio
(Figura 6A), porém a melanizacdo do apressoério, processo esse considerado um
pré-requisito para a penetracdo e infeccdo na planta (Kubo & Furusawa 1991,
Kubo 2005) somente foi observada as 6 hai (Figura 6B). Para o Isolado | a formacao
de apressorios foi mais demorada, mas as 6 hai eles ja estavam formados, porém,
ainda ndo completamente melanizados (Figura 6C). Para ambos isolados, os
apressorios se originaram tanto do tubo germinativo, quanto diretamente dos

conidios (Figura 6B e 6D).

Para ambos os isolados, os apressérios se diferenciaram principalmente
sobre as jun¢des das células epidérmicas, mas também foram observados alguns
apressorios sobre as juncfes de células do complexo estomético (Figura 6F). O
patdgeno ndo depende de aberturas naturais, apresentando penetracdo direta.
Além disso, acredita-se que o posicionamento/localizacdo dos conidios influenciou
este fato, que pode estar ligado a uma estratégia para atrasar a rea¢ao da planta,
ja que, nas juncdes o fungo permaneceria despercebido e incélume, restringindo-

se aos espacos intercelulares, nas jungdes celulares, no inicio da patogénese.

A penetracao do Colletotrichum pode ser evidenciada pela presenca de um
ponto interno claro, que corresponde ao poro do peg de penetracdo no interior do
apressorio (Diéguez-Uribeondo et al., 2003), o que foi observado a partir de 18 hai,
para o Isolado I, e a partir de 24 hai, para o Isolado Il (Figura 6E e 6F).
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Figura 6: Fotomicrografias sob microscépio 6ptico de cortes de folhas descoloridas de
maracuja inoculadas com o fungo Colletotrichum gloeosporioides. (A) Formacdo do pré-
apressorio 3 hai - Isolado Il do fungo; (B) Inicio da melanizacdo dos apressorios do Isolado Il
6 hai; e formacdo do apressorio a partir do tubo germinativo; (C) Formacdo e inicio da
melanizacdo dos apressorios do Isolado | 6 hai; (D) Apressorio formado direto do conidio 6
hai; (E) Apressorios completamente melanizados - Isolado | 18 hai, apresentando ponto interno
claro e; (F) Apressorios localizados sobre a parede anticlinal de células da epiderme (*) e do
complexo estomatico (Seta) - Isolado Il 24 hai, com ponto interno claro, correspondentes ao
“peg” de penetracdo. Legenda: PA: Pré-apressorio; AP: Apressorio; PIC: Ponto interno claro.
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A observacédo da diferenca de tempos de penetracdo dos isolados deve ser
levada em consideracao ja que o Isolado I, proveniente de ramos de maracujazeiro,
pode ser mais adaptado a superficie foliar. Tais variagcdes genéticas sdo comuns
entre isolados e espécies de Colletotrichum (Perfect et al., 1999). Estudos
adicionais de patogénese associados a estudos moleculares poderéo esclarecer as
relacBes genéticas e divergentes entre isolados de Colletotrichum que colonizam

diferentes 6rgaos da planta.

A penetracdo na cuticula ocorreu de forma direta e néo via estdmatos, tal
qual descrito para Colletotrichum sp, na maioria dos patossistemas ja estudados
(Perfect et al., 1999; O"Connell et al.,2000). Por outro lado, C. gloeosporioides ndo
penetra diretamente pela cuticula em folhas de amoreira (Morus nigra). O fungo
utiliza as aberturas naturais dos estdbmatos como porta de entrada, onde a vesicula
de infeccdo é formada (Kumar et al., 2001), o que demonstra que os patétipos de
C. gloeosporioides podem apresentar diferentes estratégias de penetracéo
conforme a espécie hospedeira. Segundo Perfect et al. (1999), os eventos
envolvidos na pré-penetracdo e penetracao das espécies de Colletotrichum embora
sejam analogos, sao distintos entre as espécies quanto a sua cronologia, quanto
aos mecanismos de adesdo, tempo de melanizacédo e de producéo de cutinases,

para penetracao via cuticula da planta hospedeira.

Para ambos isolados, a germinacao conidial, a formacéo e melanizacéo dos
apressorios e a emissao do peg de penetracdo nas folhas foram concluidos nas
avaliacdes efetuadas até as 24 hai. Colonizacdo dos espacos intracelulares por
hifas, bem como a presenca de vesiculas de infec¢éo, para ambos isolados, foram

observados nas avaliacdes feitas até as 72 hai (Figura 7).

3-6h
3 Formagdo e 18-24n Hlfas o B Vesicula de |nfecgao
Germinagdo dos conidios Melanizagao dos Penetragdo Intracelul aﬁeg dentro das células
apressorios epidérmicas

Figura 7: Cronologia do processo infeccioso inicial (pré e poés-penetracdo) de
Colletotrichum gloeosporioides em folhas de maracujazeiro-amarelo.
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5.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Pelas andlises dos cortes histolégicos das amostras com 48 e 72 hai ao
microscopio eletrénico de transmissdo (MET) foi possivel evidenciar hifas do
patdgeno nos espacos intracelulares e abaixo da parede celular das células

epidérmicas (Figura 8A e 8B).

Nos cortes analisados as 48 hai foi possivel observar hifas de
C. gloeosporioides colonizando as células da epiderme, abaixo da parede celular,
iniciando a infeccdo. Nessas células, em posicao adjacente as hifas, a presenca de
material eletrodenso e de vesiculas do complexo de Golgi préximo ao sitio de
infeccdo foi observado, similarmente ao que se observou na microscopia oOtica
(Figura 8A). Segundo varios autores (Pecket & Small, 1980; Snyder & Nicholson,
1990), isto ocorre em alguns patossistemas em decorréncia da sintese de

antocianinas e outros compostos associados aos mecanismos de defesa da planta.

As 72 hai, observou-se a formacéo de vesicula de infeccéo nas células da
epiderme da folha, abaixo da parede celular, com invaginacdo da membrana
plasmatica (Figura 8C e 8D). Confirmou-se, assim, que o fungo apresenta um
periodo de laténcia longo, apresentando uma relagdo endofitica como estratégia de
sobrevivéncia nas folhas. Entretanto o mecanismo que desencadeia a patogénese
€ desconhecido, o qual pode ser acionado por alteracdes da planta, induzidas por
estresse ambientais, alteracfes fenoldgicas e fisiolégicas ou mesmo a senescéncia
natural (Amorim, 1995)
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Figura 8: Fotomicrografias em MET de cortes de folhas de maracujazeiro 48 e 72 horas ap0s a inoculacao
com o fungo Colletotrichum gloeosporioides. (A) Grande quantidade de material eletrodenso e organelas
vegetais, como o complexo de Golgi (CG) em resposta a presenca da hifa (HC) (B) Hifa (HC) logo abaixo
da parede celular da epiderme rodeada de material eletrodenso (ME). (C) e (D) vesicula de infeccao do
fungo invaginando a membrana citoplasmatica da planta as 72 hai. Legendas: PC: Parede celular da
epiderme; HC: Hifa de colonizagdo; CG: Complexo de Golgi; ME: Material eletrodenso; MP: Membrana
plasmatica da planta; VI: Vesicula de infecc¢éo.
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5.3 Sobrevivéncia de Colletotrichum gloeosporioides em folhas de

maracujazeiro assintomaticas

Houve crescimento de colonias de Colletotrichum sp., em meio de cultura,
em todas as amostras de folhas inoculadas, mesmo na auséncia de sintomas de
antracnose (Figura 9A e 9B). Das folhas nao-inoculadas, ndo se obteve colbnia de

Colletotrichum em nenhuma das placas de isolamento (Figura 9C e 9D).

Até os 30 dias apods inoculacdo, folhas aparentemente sadias e nao
senescentes, ndo apresentaram sintomas de antracnose. Ou seja, o fungo
inoculado permaneceu vivo nas folhas inoculadas. Acredita-se, pelos resultados
acumulados neste trabalho, que nessa fase da infeccéo e na auséncia de sintomas,
C. gloeosporioides apresenta, como estratégia de sobrevivéncia nas folhas de

maracujazeiro, o endofitismo.

Espécies de Colletotrichum usam duas principais estratégias de colonizacéao
dos tecidos do hospedeiro para evitar respostas de defesa: colonizacao
subcuticular intramural e colonizagdo intracelular (Benhamou et al., 1991;
O’Connell & Bailey, 1991; Bailey et al, 1992; Pring et al, 1995;
Latunde-Dada et al., 1996; O’Connell et al., 1996; O Connell et al., 2000;
Mendgen & Hahn, 2002; Diéguez-Uribeondo et al., 2005).
Diéguez-Uribeondo et al. (2005) relataram ambas estratégias em C. acutatum
colonizando améndoas (Prunus dulcis) e Coates et al. (1993) em C. gloeosporioides
colonizando abacate. Diferentes estratégias de infeccdo foram observadas em
C. acutatum e C. fragariae em morangueiro (Curry et al., 2002), C. capsici em caupi
(Vigna unguiculata) (Pring et al.,, 1995) e C. gloeosporioides em mamao
(Chau & Alvarez, 1983), aonde as hifas de infec¢ao cresceram por baixo da cuticula
e no interior da parede anticlinal das células epidérmicas, apresentando

colonizacao subcuticular intramural.



Figura 9: Placas de Petri com meio BDA contendo fragmentos de folhas de
maracujazeiro-amarelo (A) Presenca de colbnias do fungo Colletotrichum
gloeosporioides a partir de folhas inoculadas e submetidas ao isolamento indireto
16 dai. e (B) 30 dai. (C) Folhas de maracuja ndo inoculadas com o fungo,
submetidas ao isolamento indireto 16 dai (D) 30 dai ambas sem crescimento do
fungo.
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Pelos resultados levantados foi possivel verificar que o fungo apresenta um
periodo de laténcia longo, onde permanece em crescimento no interior do mesofilo
do hospedeiro sem causar sintomas, numa estratégia de infec¢cdo endofitica, pois
€ notavel o seu crescimento no interior das folhas, diferente do que acontece numa
relacéo de quiescéncia exclusiva, onde o patégeno permanece apenas inativo, sem
colonizar o interior do hospedeiro. Baseado nas vérias definicbes do termo
“endofitico”, Colletotrichum sp. pode ser enquadrado na definicdo proposta por
Mostert et al. (2000) na qual diz que o patdégeno pode ter uma parte do seu ciclo de
vida como endofito, tendo o endofitismo como uma estratégia de infeccdo ou
sobrevivéncia. Porém, fungos endéfitos exclusivos sédo aqueles em que a

colonizacdo nunca resulta em sintomas visiveis da doenca (Wilson, 1995).

Isolados de fungos podem alternar entre o endofitismo e a patogenicidade
em uma escala de tempo relativamente curta. Alguns autores revelam que as duas
formas de sobrevivéncia foram reportadas para varias espécies de Colletotrichum
(Yu et al. 2011; Lin et al. 2011; Park et al. 2012; Loro et al. 2012), incluindo
C. gloeosporioides (Promputtha et al. 2007; Than et al. 2008; Yan et al. 2011; Choi
et al. 2012), C. acutatum (Than et al. 2008; Glenn & Bodri 2012), Colletotrichum
musae (Photita et al. 2005; Promputtha et al. 2007) e Glomerella cingulata
(Sette et al. 2006; Kwon et al. 2012). Delaye et al, (2013), analisaram a relacdo
filogenética entre isolados endofiticos mutualistas e endofiticos-quiescente de
Colletotrichum e concluiram que a mesma espécie ou isolado, pode alternar da fase
endofitica para a necrotréfica, dependendo da fase em que se encontra no ciclo de

infeccéo, de fatores internos, do hospedeiro e do patdégeno, e de fatores exdgenos.

Poucas espécies de Colletotrichum, como exemplo C. gloeosporioides e
C. acutatum, atuam como endofitas mutualistas ou endofitas quiescentes (Prusky
e Plumbley, 1992; Latundé-dada et al, 1999). As espécies endofiticas mutualisticas
penetram as folhas do hospedeiro diretamente ou através de aberturas estomaticas
e depois colonizam o mesofilo intercelularmente, sem nunca causar sintomas. As
espécies endofiticas quiescentes tém uma fase de crescimento no interior do
hospedeiro sem causar sintomas. Porém, iniciam a colonizagcdo necrotrofica dos
tecidos, conforme o estado fisiologico do 6rgédo infectado e das condicdes
ambientais, causando a doenca. Tais variacdes e a colonizacdo endofitica

representam um papel importante no ciclo de vida de espécies de Colletotrichum,
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podendo ser a estratégia de sobrevivéncia usada por C. gloeosporioides em folhas

de maracujazeiro observadas neste estudo.

Segundo Arnold (2007, 2008) e Schulz & Boyle (2006) a colonizacao
assintomatica do hospedeiro pode ser entendida como um equilibrio antagénico
entre o hospedeiro e o enddfito. Se este equilibrio € alterado, o endofito se torna

patogénico.

Do ponto de vista pratico péde-se observar que a antracnose do
maracujazeiro ndo apresenta uma fase quiescente na folha e sim utiliza o
endofitismo como estratégia de sobrevivéncia no hospedeiro. Isto passa a ser um
complicador no manejo da doenca em condicbes de campo, pois, pelo processo
infeccioso e devido ao periodo latente variavel, ndo se pode prever o melhor
momento para aplicacdes preventivas de fungicidas, ao longo do periodo vegetativo
da planta e na auséncia de sintomas. Pulveriza¢cdes constantes, por sua vez, sdo
indesejaveis e onerosas. Ademais, pulverizacbes desnecessarias ocasionam a
eliminacdo de inimigos naturais e de microrganismos benéficos, o que pode
predispor as plantas a outras doencas, fungicas ou ndo, além de exercer pressao
de selecdo direcionada a resisténcia do patdgeno aos fungicidas. Pode-se
pressupor, no entanto, que devido a dependéncia do patégeno em relacédo as
chuvas e respingos de agua, que havendo multiplicacdo do patbgeno em 6rgaos
senescentes da planta, a sua disseminacdo e infeccdo ocorra nas épocas
chuvosas. Ou seja, o controle quimico preventivo deve ser priorizado nestas
épocas, mesmo ha auséncia de sintomas, antevendo epidemias de antracnose que
normalmente, nesta cultura, se iniciam com o florescimento e a frutificacdo, se

tornando poliéticas até o final do segundo ciclo ou ano produtivo (Buffon, 2010).

Fatores de ambiente, a producédo intensa promovida pela polinizacéo
artificial, o desbalanco entre o volume da parte aérea e o volume radicular, a
nutricdo e a aplicacdo de fungicidas de amplo espectro podem predispor a planta a
antracnose, numa fase em que o controle estaria fora do alcance, devido ao
patdgeno ja estar amplamente disseminado e no interior das folhas. Novos estudos,
em condicbes de campo, deverdo ser conduzidos para se comprovar estas
hipoteses e se determinar os fatores de predisposicdo do maracujazeiro a

antracnose, induzida por formas endofiticas de C. gloeosporioides.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel analisar microscopicamente, tanto em condicdes
de laboratério, como em casa de vegetacdo, a patogénese da antracnose do

maracujazeiro em diferentes tempos, com e sem a presenca de sintomas na folha.

Nas amostras de folhas destacadas com sintomas observou-se grande parte
do tecido colonizado por hifas nos espacos intercelulares e deposigéo de organelas
celulares e material eletrodenso nas células, em posicées justapostas as hifas do

patdgeno, mostrando que a planta reage ao ataque do patégeno.

Conidios de C. gloeosporioides dos dois isolados testados iniciaram a
germinacao sobre as folhas de maracujazeiro-amarelo em menos de 3 horas apos
a inoculacdo. Para o Isolado Il a formacao e a melanizacdo dos apressorios foi 6
horas ap0s a inoculacdo e para o Isolado |, a melanizacdo foi observada mais

tardiamente, depois de 6 horas ap0s a inoculagéo.

A formacao dos apressorios dos dois isolados, em sua maioria, ocorreu na
juncdo de duas células da epiderme ou das células guarda dos estdmatos, sendo

a penetracao direta pela cuticula.

A penetracao foi evidenciada pela visualizacdo do ponto interno claro do
apressorio 18 horas apo0s a inoculagdo para o Isolado | e 24 horas apos a

inoculagao para o Isolado .
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Na infeccdo de C. gloeosporioides em folhas de maracujazeiro-amarelo
ocorre a formacédo de vesiculas de infeccdo abaixo da parede celular da epiderme

das folhas, confirmando o estabelecimento de uma fase inicialmente biotréfica.

O fungo permaneceu vivo nas folhas de maracujazeiro inoculadas e
assintomaticas por pelo menos 30 dias apés a inoculacao, indicando um periodo
de incubagédo muito longo (sem induzir sintomas). O fungo cresce no interior das
folnas de maracujazeiro, utilizando o endofitismo como uma estratégia de

sobrevivéncia.
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