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Resumo: A antracnose, causada por espécies de Colletotrichum, é a principal doenga de frutos em pés-
colheita, que € caracterizada pelo aparecimento de manchas pretas, marrom ou cinza, além de podriddo e
perda da qualidade devido a mudanca de aparéncia do fruto. O uso da microscopia eletrénica de varredura
permite a observagdo da estrutura celular, possibilitando também a visualizagdo da penetracdo desta
doenca nos frutos. O objetivo deste trabalho foi verificar como ocorre a penetracdo do fungo
Colletotrichum gloeosporioides inoculados na casca de goiabas cv Paluma. Fragmentos de casca foram
cortados com uma lamina de bisturi e colocados em uma placa de Petri com algoddo umedecido. Em cada
fragmento, inoculou-se o fungo Colletotrichum gloeosporioides com auxilio de um pincel. Em seguida,
foram mantidos & temperatura de 25 °C para desenvolvimento das lesdes de antracnose. Essas amostras
foram coletadas em 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 e 105 horas apés a inoculacdo e também 10 dias da
inoculacdo e em seguida procedeu-se a verificacdo das estruturas celulares e da penetragcdo do fungo
através da microscopia eletrdnica de varredura. A microscopia eletrénica de varredura é uma ferramenta
eficaz no acompanhamento da contaminagdo por antracnose, visto que permitiu verificar o
comportamento do fungo desde o momento da inoculagdo até a sua penetracdo completa na casca de
goiabas cv Paluma, podendo causar possiveis danos celulares aos frutos, e consequentemente
comprometendo sua qualidade comercial.

Palavras-chave: Inoculagdo. Antracnose. Psidium guajava.
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Abstract: Anthracnose, caused by species of Colletotrichum, is the main post-harvest fruit disease,
characterized by the appearance of black, brown, or gray spots, as well as rot and loss of quality due to
changes in the fruit's appearance. The use of scanning electron microscopy allows for the observation of
cellular structure, enabling the visualization of the penetration of this disease into fruits. The objective of
this study was to investigate how the penetration of the fungus Colletotrichum gloeosporioides occurs
when inoculated into the skin of Paluma guavas. Skin fragments were cut with a scalpel blade and placed
on a Petri dish with moistened cotton. The fungus Colletotrichum gloeosporioides was inoculated onto
each fragment using a brush. Subsequently, the samples were kept at a temperature of 25 °C to allow for
the development of anthracnose lesions. These samples were collected at 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, and
105 hours after inoculation, as well as 10 days after inoculation. The cellular structures and the fungus
penetration were then examined using scanning electron microscopy. Scanning electron microscopy is an
effective tool for monitoring anthracnose contamination, as it has allowed the observation of the fungus's
behavior from the moment of inoculation until its complete penetration into the skin of Paluma guavas.
This penetration can potentially cause cellular damage to the fruits, thereby compromising their
commercial quality.

Keywords: Inoculation, Anthracnose, Psidium guajava.

Introducéo

A goiaba (Psidium guajava L.), pertencente a familia Myrtaceae, é originaria da
regido tropical do continente americano, com provavel centro de origem na regido
compreendida entre o sul do México e o norte da América do Sul. Encontra-se
amplamente difundida por todas as regibes tropicais e subtropicais do mundo. No
Brasil, é cultivada desde o Rio Grande do Sul até o Maranh&o, destacando-se o Estado
de S&o Paulo como maior produtor (JAMIESON et al., 2021).

A producéo de frutas com qualidade, objetivando a comercializagdo das mesmas
como produtos frescos, em mercados cada vez mais exigentes, tem sido a ténica da
fruticultura brasileira (LANZ; NACHTIGAL, 2019). Sabendo-se desses parametros de
qualidade, as doencas de plantas sdo responsaveis por grandes perdas nas culturas de
importancia econémica, dentre as quais se destacam as doengas pos-colheita em
frutiferas (SILVA, 2022).

Dentre as moléstias responsaveis por essas perdas na agricultura, existem 0s
fungos do género Colletotrichum que sdo fitopatdgenos importantes. Os fungos desse
género sdo os causadores de uma diversidade de doengas, como antracnose, podridao do
pedunculo, varicela em manga, abacate e mamdo (ROBERTA; MORAES; MENINI,
2022).

A antracnose é a principal doenca de frutos em pos-colheita (CASEMIRO et al.,
2019), sendo que o sintoma tipico € caracterizado por lesdes arredondadas, grandes,

necroticas, com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas de
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conidios de coloracdo alaranjada, podendo ocorrer uma podriddo-mole nos frutos,

prejudicando a sua comercializacdo (ARAUJO et al., 2021).

Assim, o uso de ferramentas para monitorar os danos causados por esta doenca é
muito importante. Entre elas, tem-se a utilizagdo do microscopio eletrénico e a melhoria
das técnicas de preparacdo das amostras que ampliaram, sobremaneira, a capacidade de
observacao da ultraestrutura celular. Muitas concepc¢des sobre a morfologia de certos
organismos sobre a organizacdo de tecidos e funcGes celulares foram radicalmente
alteradas. Nenhuma outra ferramenta de pesquisa mostrou tdo rapido avanco quanto os
microscopios eletrénicos de transmisséo e de varredura (JUHASZ et al., 2021).

A microscopia eletronica de Varredura (MEV), quando comparada com outras
técnicas como por exemplo a microscopia dptica, apresenta custo elevado, entretanto, a
principal vantagem é em relagdo a resolucdo das imagens, visto que a MEV possui uma
resolucdo de até 0,1 nanbmetro, que € superior a microscopia oOptica. Essa resolucao
permite observar detalnes como por exemplo a observacdo de microrganismo
(HENRIQUES, 20109).

O conhecimento do processo de infeccdo das espécies de Colletotrichum, assim
como dos fatores que influenciam tais processos, € de extrema importancia para se
elucidarem questdes, tais como a adesdo de conidios, relacdo com a topografia do
hospedeiro, tipo de penetracdo e a formacdo de apressorio. Além disso, é considerado
um pré-requisito para o desenvolvimento de estratégias de controle. O processo de
infeccdo no género Colletotrichum é composto por uma sequéncia comum de eventos:
adesdo do conidio, germinacéo, elongagédo do tubo germinativo, formacéo do apressorio,
desenvolvimento de peg de infeccdo, penetracdo de células epidérmicas, crescimento
das hifas intracelularmente, necrose celular e desenvolvimento de lesées (SOUZA et al.,
2023).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo verificar como ocorre a
penetracdo do fungo Colletotrichum gloeosporioides inoculados na casca de goiabas cv

Paluma.
Material e métodos

As goiabas cv Paluma utilizadas neste experimento foram colhidas no estadio de

maturidade fisioldgica, ou seja, quando a casca apresenta coloracdo verde-amarelada.
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Neste estadio, os frutos apresentam valores médios de solidos solUveis, acidez titulavel

e pH de 8,9 °Brix, 0,70% de &cido citrico e 3,8 de pH, respectivamente (MORGADO et

al., 2012). Um isolado de Colletotrichum gloeosporioides foi utilizado como fonte de

indculo para o experimento. A patogenecidade do isolado foi verificada pela inoculagdo
do fruto de goiaba.

Fragmentos da casca de goiabas cv Paluma, medindo 1x1x0,5cm (comprimento
x largura x altura), foram cortados com auxilio de uma lamina de bisturi e colocados em
uma placa de Petri com algoddo umedecido. Em cada fragmento, inoculou-se o fungo
Colletotrichum gloeosporioides com auxilio de um pincel. Em seguida, foram mantidos
a temperatura de 25 °C para desenvolvimento das lesGes de antracnose. Essas amostras
foram coletadas em 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 e 105 horas ap0s a inoculagéo.

Além dessas amostras, coletou-se uma ap6s 10 dias da inoculagdo. A medida
que as amostras foram sendo coletadas eram imediatamente fixadas em glutaraldeido a
3%, em tampéo de fosfato de potéssio a 0,05 mol L™ e pH 7,4, por 72 h. A seguir, foram
lavadas com solucdo tampdo pura, e pos-fixadas em tetréxido de ésmio a 2%, no mesmo
tampéo, por aproximadamente 12 h. Posteriormente, foram novamente lavadas com a
solucdo tampdo, desidratadas em uma série gradual de alcool etilico (30; 50; 70; 80; 90;
95; 100; 100 e 100%), durante 20 minutos em cada solucdo, secas em secador de ponto
critico, utilizando-se de CO,, montadas, metalizadas com cerca de 35 nm de ouro-
paladio, observadas e eletromicrografadas em microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM 5410, operado em 15 kV (SANTOS & MAIA, 1997).

Os resultados obtidos foram analisados através das eletromicrografias de
varredura da estrutura do tecido da casca de goiabas cv. Paluma inoculadas com o
Colletotrichum obtidas no momento da inoculacéo (Oh) e apés 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h,
48 h, 72 h, 105 h e 10 dias da inoculagao.

Resultados e discussao

Com base nos resultados obtidos, constatou-se que as micrografias das
superficies feridas inoculadas revelaram a presenca de fungos com formato de
bastonete. Notou-se que, ap6s 3 horas da inoculacdo, o fungo iniciou a penetracdo na
casca (Figura 1B). Mesmo ap6s 72 horas (Figura 2D), o fungo continuava a penetrar na

casca. Na marca das 105 horas (Figuras 3A e 3B), ocorreu a formagédo de uma massa de
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fungos na parte externa da casca, indicando uma penetracdo completa, confirmada pela

presenca no lado inferior da casca. Apos 10 dias (Figuras 3C e 3D), observaram-se

danos severos nos frutos de goiaba cv. Paluma causados por este fungo.

Figura 1. Micrografias eletrénicas de varredura da casca de goiabas cv. Paluma inoculadas com C.
gloeosporioides. A) Superficie da casca logo ap6s a inoculagdo. B) Superficie da casca 3 horas ap0s a
inoculagdo. C) Superficie da casca 6 horas ap6s a inoculagdo. D) Superficie da casca 9 horas apos a
inoculacéo.

Fontes: Autores.

Figura 2. Micrografias eletrénicas de varredura da casca de goiabas cv. Paluma inoculadas com C.
gloeosporioides. A) Superficie da casca apds 12 horas da inoculagdo. B) Superficie da casca 24 horas
apo6s a inoculagdo. C) Superficie da casca 48 horas apds a inoculacdo. D) Superficie da casca 72 horas
apos a inoculagéo.

Fonte: Autores.
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Figura 3. Micrografias eletrbnicas de varredura da casca de goiabas cv. Paluma inoculadas com C.
gloeosporioides. A) Superficie externa da casca ap6s 105 horas da inoculagdo. B) Superficie interna da
casca 105 horas ap6s a inoculagdo. C) Superficie externa da casca 10 dias ap6s a inoculagdo. D)
Superficie interna da casca 10 dias apds a inoculagao.

Fonte: Autores.

Como se sabe, a goiaba cv. Paluma é um espécime que é mais utilizada no
processo de industrializagdo, pois o fruto possui caracteristicas fisicas e quimicas que
propiciam a industrializacdo, e consequente agregacdo de valor, como a elaboracéo de
sucos, compotas, doce em pasta e polpas. Além da apreciacdo industrial, a goiaba cv.
Paluma tem a vantagem de ser um fruto de cultura mista, ou seja, pode ser consumida
fresca (SIMOES et al., 2023).

Em relagdo ao fungo Colletorichum gloeosporioides, ele pode gerar doencas
como a antracnose, a qual ocasiona o aparecimento de manchas pretas, marrom ou
cinzas, além de podriddo e perda da qualidade devido a mudanca de aparéncia do fruto
(L1 et al, 2023).

Dessa forma, elucidar a microestrutura da pele do fruto, durante o ataque do
fungo, através de varredura microscopica inicial é de extrema importancia para a
criacdo de ferramentas de defesas que possam proteger o fruto pdés-colheita,

aumentando-se a sua producao e seu potencial de mercado.
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Concluséo

Através da microscopia eletronica de varredura observou-se que o fungo
Colletotrichum precisou de apenas de 105 horas apos inoculacdo para mostrar danos
severos no fruto goiaba cv Paluma, mostrando o prejuizo que este pode causar na
lavoura e estocagem deste fruto. Esta informacdo poderd servir de subsidio para
entomologos, entidades de prevencdo pos-colheita na elaboracdo de meios de prevencéo

bioldgica ou com defensivos agroecoldgicos.
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