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RESUMO GERAL

SILVA, E. M. CARACTERIZACAO ETIOLOGICA, QUANTIFICACAO E
ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DA PINTA PRETA EM PINHA (Annona
squamosa L.). Vitoria da Conquista — BA, UESB, 2026, 69 p. (Tese: Doutorado em
Agronomia; Area de concentragdo em Fitotecnia) *

A pinta preta ¢ uma doenga emergente identificada em pomares no semiarido da Babhia,
caracterizada por lesdes foliares necréticas e intensa desfolha. O agente etiologico,
anteriormente associado ao género Ophiodothella, foi reclassificado através de analises
filogenéticas das regides ITS, LSU e SSU. Os resultados posicionaram o fungo na ordem
Chaetosphaeriales como uma nova espécie de Cryptophyllachora. Essa descoberta
representa o primeiro registro mundial do género em uma Annonaceae, apresentando
caracteristicas morfoldgicas distintas, como ascosporos fusiformes de dimensdes
superiores as espécies conhecidas. A investigacdo da patogénese revelou uma estratégia
de infeccgao altamente agressiva e destrutiva. O fungo apresenta colonizacao da folha toda
com hifas septadas que crescem de forma inter e intracelular, atingindo inclusive os
tecidos vasculares de xilema e floema. O ciclo de vida ¢ marcado pela coexisténcia de
fases assexuadas (picnidios) e sexuadas (peritécios) na mesma lesdo, com liberagao de
esporos via cirros. Embora a planta ative defesas, como o acumulo de compostos
fenolicos, essas barreiras mostram-se insuficientes para conter o patdogeno, que causa lise
celular e redugdo nas reservas de amido do hospedeiro. Para padronizar a quantificagao
da doenca e reduzir a subjetividade das avalia¢des visuais, foi desenvolvida e validada
uma escala diagramatica. A escala compreende oito niveis de severidade, variando de
1,1% a 17,5% de area foliar infectada. A validagdo demonstrou que o uso dessa
ferramenta aumentou significativamente a acuracia, a precisdo e a reprodutibilidade das
estimativas entre avaliadores. Essa padronizacdo ¢ considerada essencial para o
desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitario e monitoramento epidemioldgico
da cultura no campo.

Palavras-chave: Cryptophyllachora sp. nov., Pinta preta, Filogenia molecular,
Histopatologia vegetal, Escala diagramatica.

*QOrientador: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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ABSTRACT

SILVA, E. M. ETIOLOGICAL CHARACTERIZATION, QUANTIFICATION,
AND HISTOPATHOLOGICAL ASPECTS OF BLACK SPOT ON SUGAR APPLE
(Annona squamosa L.). Vitéria da Conquista — BA, UESB, 2026, 69 p. (Thesis: PhD in
Agronomy; Concentration area: Plant Science) *

Black spot is an emerging disease identified in orchards in the semi-arid region of Bahia,
characterized by necrotic leaf lesions and intense defoliation. The etiological agent,
previously associated with the genus Ophiodothella, was reclassified through
phylogenetic analyses of the ITS, LSU, and SSU regions. The results positioned the
fungus in the order Chaetosphaeriales as a new species of Cryptophyllachora. This
discovery represents the first world record of the genus in an Annonaceae, presenting
distinct morphological characteristics, such as fusiform ascospores with dimensions
superior to known species. The investigation of pathogenesis revealed a highly aggressive
and destructive infection strategy. The fungus exhibits systemic colonization with
septated hyphae that grow inter- and intracellularly, reaching even the vascular tissues of
xylem and phloem. The life cycle is marked by the coexistence of asexual (pycnidia) and
sexual (perithecia) phases in the same lesion, with spore release via cirri. Although the
plant activates defenses such as the accumulation of phenolic compounds, these barriers
prove insufficient to contain the pathogen, which causes cell lysis and a reduction in the
host's starch reserves. To standardize disease quantification and reduce the subjectivity
of visual assessments, a diagrammatic scale was developed and validated. The scale
comprises eight severity levels, ranging from 1.1% to 17.5% of infected leaf area.
Validation demonstrated that the use of this tool significantly increased the accuracy,
precision, and reproducibility of estimates among raters. This standardization is
considered essential for the development of phytosanitary management strategies and
epidemiological monitoring of the crop in the field.

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

* Advisor: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pinha (4Annona squamosa L.), também conhecida como fruta-do-conde, destaca-
se como uma das anonaceas de maior relevancia economica no Brasil (Queiroga et al.,
2023). Sua rusticidade e adaptacdo as condigdes climaticas de regides tropicais e
subtropicais, especialmente no semiarido nordestino, tornam o seu cultivo uma fonte de
renda vital para pequenos e médios produtores (Oliveira et al., 2016; Queiroga et al.,
2023; Fan et al., 2025; Singh et al., 2025).

Entretanto, a sustentabilidade da cultura ¢ constantemente ameagada por
patégenos fungicos que causam danos foliares severos, reduzindo a capacidade
fotossintética e, consequentemente, a produtividade e qualidade dos frutos (Costa et al.,
2019; Zulperi et al., 2026).

Recentemente, uma nova doenga, denominada pinta preta, foi observada em
pomares no estado da Bahia, sendo classificada como Ophiodothella annonae (Bezerra
et al., 2006). A doenca ¢é caracterizada por lesdes necroticas circulares de coloragao
marrom que, sob condi¢des de alta umidade e temperaturas amenas, coalescem atingindo
até 20 mm de didmetro provocando uma intensa desfolha (Bezerra et al., 2006). Como
consequéncia, compromete o vigor da planta e a qualidade dos frutos.

A identificacdo precisa do agente etioldgico da pinta preta ¢ importante para
auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle. A taxonomia de alguns
ascomicetos tem passado por revisdes com o advento da filogenia molecular. Esse
fendmeno de reclassificacao ocorreu, por exemplo, no trabalho desenvolvido por Kiss et
al. (2018), no qual a espécie Cryptophyllachora ambrosiae foi inicialmente descrita e
referenciada como Phyllachora ambrosiae. Essas mudancas s6 tém sido possiveis apds a
andlise de sequenciamento de genético, sendo que a correta posi¢do taxondmica € o
primeiro passo para compreender a biologia do patdogeno e sua relacdo com o hospedeiro
(Presti et al., 2015).

Além da identificacdo taxondmica, ¢ necessario compreender como o patdogeno
invade e coloniza os tecidos vegetais. A eficdcia da infeccdo flingica depende de
estratégias de penetragdo, neutralizagao das defesas quimicas e exploragdo de recursos

fisiologicos (Presti et al., 2015).
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Em anondceas, a presenca de barreiras naturais, como mucilagem e compostos
fenolicos, constitui uma defesa que o patdogeno deve superar para estabelecer a infec¢do
(Bakker e Gerritsen, 1992). A histopatologia vegetal surge como uma ferramenta
essencial para visualizar a invasao micelial, o desenvolvimento de estruturas reprodutivas
e as respostas celulares do hospedeiro, preenchendo lacunas sobre a dindmica de
coloniza¢do em doencgas emergentes (Glass et al., 2025).

Além disso, para o desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes, ¢
importante a quantificagdo precisa da severidade da doenca (Bock et al., 2022). A
avaliagdo visual humana ¢ frequentemente subjetiva e propensa a erros de estimativa
(superestimagdo ou subestimagdo) (Del Ponte et al., 2017; Bock et al., 2020; Bock et al.,
2022). Nesse contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de escalas diagramaticas,
para padronizar as avaliagdes no campo, visando minimizar essa variabilidade.

Essas escalas fornecem referéncias visuais objetivas que padronizam as avaliagdes
entre diferentes observadores (Bock et al., 2022). Até o momento, a auséncia de um
método de avaliagdo padronizado para a pinta preta da pinha limita a confiabilidade de
estudos de campo e a eficacia das decisdes de controle.

Nesse sentido, os objetivos deste estudo foram caracterizar a etiologia e a
filogenética do agente causal (1), analisar a intera¢do histopatoldgica, descrevendo o
padrao de invasao das hifas e o desenvolvimento das fases anamorfica e teleomorfica nos
tecidos foliares (ii) e desenvolver e validar uma escala diagramdtica para permitir
estimativas de severidade mais precisas, padronizadas e reproduziveis (iii).

O conjunto destes estudos busca fornecer base cientifica necessaria para o
desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitario eficazes para a cultura da pinha

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

RESUMO

A pinha (4dnnona squamosa L.) possui grande relevancia econdmica no Brasil, porém sua
produtividade ¢ limitada por patégenos flngicos. Recentemente, uma epidemia de pinta
preta, caracterizada por lesdes coalescentes e intensa desfolha, foi observada em pomares
no municipio de Anagé, Bahia, Brasil. Diante da escassez de informagdes sobre o agente
etioldgico, este trabalho objetivou descrever a etiologia e sintomatologia da doenga,
caracterizar morfologicamente o patégeno e determinar sua posicdo filogenética. Para
isso, folhas sintomaticas foram coletadas e submetidas a exames microscopicos e cortes
histologicos processados em resina de glicol-metacrilato. A identificacdo molecular foi
realizada por meio da extracdo de DNA, amplificacdo via PCR e sequenciamento das
regides ITS, LSU e SSU, seguidos de analise filogenética de Maxima Verossimilhanga.
Os resultados posicionaram o espécime (LFN) na ordem Chaetosphaeriales, como uma
linhagem distinta dentro do género Cryptophyllachora, apresentando 99,93% de suporte
de bootstrap como grupo irmao de Cryptophyllachora ambrosiae ¢ Cryptophyllachora
eurasiatica. Morfologicamente, o espécime LFN diferenciou-se pelas dimensdes
superiores de seus ascosporos fusiformes (32,7-45,81 um). A doenga manifestou-se com
alta severidade durante a estagcdo chuvosa (margo a julho), causando desfolha prematura.
Conclui-se que a pinta preta em 4. squamosa no Brasil ¢ causada por uma nova espécie
de Cryptophyllachora, configurando o primeiro registro mundial deste género em uma
anondcea. Esta descoberta preenche uma lacuna taxondmica fundamental e fornece a base
cientifica necessaria para o desenvolvimento de estratégias de manejo fitossanitario
eficazes para a cultura.

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

Sugar apple (Annona squamosa L.) holds great economic relevance in Brazil; however,
its productivity is limited by fungal pathogens. Recently, an epidemic of black spot,
characterized by coalescing lesions and intense defoliation, was observed in orchards in
the municipality of Anagé, Bahia, Brazil. Given the scarcity of information regarding the
etiological agent, this study aimed to describe the etiology and symptomatology of the
disease, morphologically characterize the pathogen, and determine its phylogenetic
position. To achieve this, symptomatic leaves were collected and subjected to
microscopic examination and histological sections processed in glycol-methacrylate
resin. Molecular identification was performed through DNA extraction, PCR
amplification, and sequencing of the ITS, LSU, and SSU regions, followed by Maximum
Likelihood phylogenetic analysis. The results positioned the specimen (LFN) within the
order Chaetosphaeriales as a distinct lineage within the genus Cryptophyllachora,
presenting 99.93% bootstrap support as a sister group to Cryptophyllachora ambrosiae
and Cryptophyllachora eurasiatica. Morphologically, the LFN specimen was
distinguished by the larger dimensions of its fusiform ascospores (32.7-45.81 um). The
disease manifested with high severity during the rainy season (March to July), causing
premature defoliation. It is concluded that black spot on A. squamosa in Brazil is caused
by a new species of Cryptophyllachora, representing the first worldwide record of this
genus on an Annonaceae host. This discovery fills a fundamental taxonomic gap and
provides the necessary scientific basis for the development of effective phytosanitary
management strategies for the crop.

Keywords: Sugar apple, Custard apple, Ascomycete, Cryptophyllachora sp.,
Annonaceae.
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3.1 INTRODUCAO

A pinha (Annona squamosa L.), também conhecida como fruta-do-conde, ¢ uma
das anonaceas de maior relevancia econdmica no Brasil, especialmente na regido
Nordeste, devido a sua adaptacdo ao clima semiarido e alto valor comercial (Costa et al.
2002; Lemos 2014; Queiroga et al. 2023). No estado da Bahia, o cultivo da pinha
representa uma importante fonte de renda para pequenos e médios produtores (Oliveira
et al. 2016; Queiroga et al. 2023). No entanto, a produtividade desta cultura ¢
constantemente afetada por patdgenos fungicos que causam danos foliares e reduzem a
capacidade fotossintética das plantas (Costa et al. 2019; Huang et al. 2025; Zulperi et al.
2026).

Em levantamentos fitopatologicos realizados no municipio de Anagé, Babhia,
observou-se uma epidemia de pinta preta em pomares de A. squamosa durante a estacao
chuvosa. Os sintomas eram caracterizados por lesdes coalescentes com abundante
presenca de picnidio e peritécios. Além disso, plantas com folhas sintomadticas
apresentavam uma intensa queda foliar.

Com a escassez de conhecimento sobre o agente causal dessa doenca, os
produtores possuem uma dificuldade de manejo fitossanitario, o que, consequentemente,
resulta em perdas de produtividade. Desse modo, o conhecimento sobre o patdgeno e os
impactos que este pode causar na produgdo sao de suma importancia para 0 sucesso no
manejo fitossanitario (Kiros-Meles e Abang 2008; Ahmed et al. 2023).

Portanto, este trabalho teve como objetivos: (i) descrever a etiologia e a
sintomatologia da nova doenga em A. squamosa; (i1) caracterizar morfologicamente as
fases anamorfica e teleomorfica do agente causal; e (iii) determinar a posicao filogenética

do patdgeno por meio de sequenciamento genético.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Coleta e exame microscopico
Amostras de folhas de pinha (4dnnona squamosa), apresentando sintomas tipicos

de pinta preta, foram coletadas em pomares comerciais no municipio de Anagé, Bahia
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(14°36'55.9"S, 41°11'47.6"W). O material foi acondicionado em sacos de papel e
transportado para o Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia (UESB), campus de Vitoria da Conquista. A morfologia das estruturas fingicas
foi examinada utilizando-se lupa estereoscopica e microscopia Optica. Foram coletados
os cirros e colocados sobre lamina com agua destilada para observagdes em microscopio
otico e, em seguida, realizada a medigdo dos ascos, ascosporos e conidios.

Além disso também foram realizados cortes histopatologicos das folhas
sintomaticas. As amostras foram coletadas com o auxilio de uma lamina de barbear e
submetidas imediatamente a fixacdo em solucdo constituida por glutaraldeido (2,5%),
paraformaldeido (4%), sacarose (3%) e cloreto de calcio (0,2 mM L") em tampao fosfato
0,2 M (pH 7,2) (Karnovsky 1965). Este procedimento ocorreu a 6 °C, durante um periodo
de 24 horas. Na sequéncia, o material foi lavado em agua destilada e foi desidratado
parcialmente por meio de uma série progressiva de etanol até a concentracao de 95%. A
inclusdo foi realizada em resina de glicol-metacrilato (Historesin® Leica), seguindo o
protocolo do fabricante.

Posteriormente, foi realizado o seccionamento dos blocos contendo as amostras
em um micrétomo rotativo Leitz 1212 (Ernst Leitz Wetzlar). Os cortes foram obtidos com
espessura de 3 pm (Leitdo 2021), visando a otimizagdo dos protocolos histoquimicos
(Leitao 2018).

Uma lamina de cada amostra foi reservada sem coloracdo para servir como
"branco", enquanto as demais foram destinadas a técnicas de coloragdo e histoquimica: A
caracterizacdo estrutural e as inferéncias histoquimicas foram realizadas por meio da
coloragao com azul de toluidina (TBO) a 0,025% em tampao Mcllvaine (pH 4,0), durante
15 minutos (O'Brien et al. 1964; Ribeiro e Leitdao 2020). A identificacdo de
polissacarideos insoluveis foi realizada via teste de acido periddico-Schiff (PAS)
(McManus 1948; Maia 1979).

Finalizada as etapas de coloragdo/histoquimica, as l1aminas foram lavadas em agua
destilada, secas ao ar e devidamente armazenadas. As observacdes e os registros
fotograficos foram realizados em microscopio de luz Leica DM750, mediante a confecgao

de laminas em &agua destilada, com auxilio do sistema de captura ICC50HD (Leica
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Microsystems) acoplado a um microcomputador, usando o software Leica LAS EZ.

3.2.2 Extracao de DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de picnidios e peritécios
retirados diretamente de tecidos foliares, utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega), seguindo o protocolo do fabricante com modificacdes.

Cerca de 1 mg de picnidios e peritécios foram macerados com 1 mg de areia de
aquario autoclavada, acrescidos de 600 puL de Nuclei Lysis Solution, em cadinho. Os
picnidios e peritécios macerados foram transferidos para microtubos de 1,5 mL e
incubados a 65 °C, por 15 minutos, em banho-maria. Foram adicionados 3 pL. de RNase,
seguidos de incubagdo em banho-maria a 37 °C, por 15 minutos, e posteriormente
mantidos por 5 minutos em temperatura ambiente.

Adicionaram-se 200 pL de Protein Precipitation Solution, homogeneizou-se em
vortex e a amostra foi submetida a centrifugagdo a 14.000 rpm por 3 minutos. Cerca de
600 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo e acrescidos de 600
uL de isopropanol. Em seguida, realizou-se a mistura por inversdo para precipitagdo do
acido nucleico, seguida de centrifugacao a 14.000 rpm por 1 minuto.

O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 600 pL de etanol 70%,
seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 1 minuto. O etanol foi removido e o pellet foi
seco a temperatura ambiente.

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

3.2.3 Amplifica¢do e sequenciamento de DNA

As amplificagdes das regides ITS, LSU (primers LROR e LRS5) e SSU (primers
NS1 e NS4) do DNA foram realizadas em 25 pl de misturas de PCR contendo 8,5 ul de
Nuclease Free Water, 12,5 pl de Master Mix, 2 pul de DNA molde e 1 pl de cada primer
(10 uM). O programa de ciclo térmico da PCR foi uma etapa inicial de 3 min, a 94°C,
seguida por 35 ciclos de 30 s a 94°C, 58 s a 30°C, e 1 min a 72°C, com uma extensao
final de 10 min a 72°C.

As sequéncias obtidas foram editadas para a constru¢do de sequéncias consenso e
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submetidas a buscas de similaridade no banco de dados GenBank, via ferramenta

BLASTn, para identificagdo preliminar em nivel de género.

3.2.4 Analise filogenética
A arvore filogenética de inferéncia Bayesiana foi reconstruida a partir do
alinhamento combinado das sequéncias de ITS, LSU e SSU do espécime de

Cryptophyllachora sp. nov.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Sintomatologia e ecologia

A doenc¢a manifesta-se inicialmente como pequenas lesdes marrons, dispersas na
lamina foliar (Fig. 1a) que, em condi¢des de alta umidade e temperaturas amenas,
coalescem atingindo até 20 mm de didmetro. As lesdes sdo circulares, marrom-claras,
apresentando frequentemente ruptura do tecido central e a presenga de 15 a 90 clipeos e
picnidios na face adaxial da folha (Fig. 1b). Além disso foi possivel observar a producao
de cirros como dispersdo dos esporos, tanto nos picnidios como nos peritécios (Fig. 1c).
A ocorréncia foi observada principalmente durante os meses de marco a julho, no

semidrido baiano, podendo causar queda prematura das folhas em infec¢des severas.
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Fig. 1 Sintomas de Cryptophyllachora sp. em Annona squamosa. a. Ramo com folhas
sintomaticas com lesdes necroéticas; b. Detalhe ao estereoscopio dos picnidios e peritécios
na face adaxial da folha; c. Detalhes dos picnidios e peritécios com cirros em evidéncia
(setas) vistos ao estereoscopio.

3.3.3.2 Filogenia molecular

A andlise filogenética, baseada no conjunto de dados combinados (ITS, LSU e
SSU), posicionou o espécime LFN dentro da ordem Chaetosphaeriales (incertae sedis).
Na arvore filogenética, o espécime LFN foi recuperado como membro do clado com o
género Cryptophyllachora, apresentando um suporte de 99,93% (Figura 2). A topologia
indica que o espécime fungico de Annona squamosa representa uma linhagem distinta,
situada como grupo irmao de C. ambrosiae ¢ C. eurasiatica (Kiss et al. 2018). A

divergéncia genética observada, somada a distancia filogenética entre os hospedeiros

26



(Annonaceae vs. Asteraceae), sustenta a proposi¢ao de um novo taxon.
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Fig. 2 Arvore filogenética com sequéncia do espécime LFN considerando as regides
genomicas ITS, LSU e SSU. O espécime de Cryptophyllachora sp. nov esta destacado
em negrito como LFN. A barra de escala representa o nimero de alteragdes esperadas por

sitio.

O patdgeno associado a esta doenga foi inicialmente descrito como Ophiodothella

annonae, com base somente nas caracteristicas morfoldgicas. Contudo, de acordo com as

analises filogenéticas baseadas nas sequéncias de ITS, LSU e SSU, ndo foi revelado

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

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

longispora.

27



3.3.3 Taxonomia
Cryptophyllachora longispora comb. nov.

Etimologia: Refere-se a caracteristica de conidios alongados desta espécie.

As estruturas estromaticas (clipeos) sdo de coloracdo negra intensa (Fig. 3a),
ocorrendo de forma isolada ou coalescidas sobre o tecido necrotico. Ja os peritécios sao
imersos no mesofilo, subglobosos a subpiriformes, com 130-238 um de largura e 152—
255 pum de altura e recobertos por um clipeo negro (Fig. 3a), ligeiramente elevado. Ascos
amplamente cimbiformes, unitunicados, de paredes finas, com 8 esporos (Fig. 3b, c),
medindo 61,6-88,9 um x 11,6-27,9 pm. Ascoésporos hialinos, fusiformes, e ligeiramente
curvos, afilando-se gradualmente em dire¢do as extremidades, medindo 32,7-45,81 x

4,2-5,0 um, unicelulares, de paredes finas e lisas, com vactolos (Fig. 3d).

Fig. 3 Estruturas reprodutivas do teleomorfo de Cryptophyllachora sp. a. Panorama do
corte longitudinal do peritécio imerso no mesofilo de Annona squamosa, com clipeo em
evidéncia (seta); b. Detalhe dos ascos (setas); c. Detalhe dos ascos em suspensdo. d.
Detalhe dos ascosporos em suspensdo. Barras de escala em micrémetros (pm).

O anamorfo possui picnidios subglobosos ou achatados, marrom-escuros,
ligeiramente erumpentes, 130-327,5 um de largura. Desenvolvem-se abaixo a epiderme
adaxial (Fig. 4b), com producao de cirros (Fig. 4 ¢). Conidios filiformes, hialinos, lisos,

unicelulares, medindo 11,3-17,3 x 0,9—1,3 um (Fi. 4d). Além disso, possui hifas septadas
28



presentes em todo o mesofilo (Fig. 4a).

Fig. 4 Estruturas vegetativas e reprodutivas do anamorfo de Cryptophyllachora sp.
crescendo na folha de Annona squamosa. a. Detalhe de hifa septada (seta); b- Picnidio se
desenvolvendo subjacente a epiderme adaxial do hospedeiro, visualizando -cirros
(asterisco); ¢. Detalhe do picnidio mostrando o extravasamento dos cirros com conidios
(asteriscos); d. Detalhe dos conidios. Legenda: CPH — célula parenquimatica do
hospedeiro. Barras de escala em micrometros.

3.4 DISCUSSAO

A classificacdo taxondmica do espécime LFN exemplifica os desafios historicos
na identificacao de ascomicetos biotroficos foliares. Com base somente nas caracteristicas
micromorfologicas, este patdgeno, associado a Annona squamosa, no Brasil foi
originalmente identificado e descrito como Ophiodothella annonae por Bezerra et al.
(2006). A semelhanga morfoldgica das estruturas, aliada ao formato dos ascosporos,
levou ao seu posicionamento inicial na familia Phyllachoraceae (Cannon 1991; Cannon e
Evans 1999).

Contudo, os géneros de Phyllachora nao possuem a presenga de clipeo, como foi
observado no Cryptophyllachora longispora. Sendo essa uma caracteristica importante
para a descrigdo e diferenciagao.

Esse fendmeno de reclassificacdo ¢ analogo ao ocorrido com o trabalho
desenvolvido por Kiss et al. (2018), no qual a espécie C. ambrosiae foi inicialmente
descrita e referenciada dentro do género Phyllachora (especificamente como P.

ambrosiae). Assim como no caso do espécime LFN, a transicdo de Phyllachora
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(Phyllachorales) para Cryptophyllachora (Chaetosphaeriales) s6 foi possivel apds a
analise de sequenciamento de DNA.

A identificagdo do espécime LFN como uma nova espécie de Cryptophyllachora
expande significativamente o conhecimento sobre a diversidade e a gama de hospedeiros
deste género recentemente estabelecido. Os resultados deste trabalho confirmam que o
patégeno da pinha (A. squamosa), no Brasil, pertence ao clado de ordem
Chaetosphaeriales (incertae sedis), distanciando-se filogeneticamente do género
Phyllachora (Phyllachorales).

Até o momento, as espécies conhecidas de Cryptophyllachora foram relatadas
principalmente em hospedeiros das familias Asteraceae, em regides da Eurdsia e América
do Norte, sendo relatadas como Cryptophyllachora eurasiatica e Cryptophyllachora
ambrosiae (Kiss et al. 2018).

H4 poucas informagdes sobre Cryptophyllachora, aparentemente biotréfico
obrigatodrio, sendo este o primeiro estudo sobre sua morfologia e desenvolvimento na
cultura da pinha (Annona squamosa) e no hemisfério Sul. A ocorréncia de membros deste
género em anondceas permanecia, até entdo, desconhecida.

Morfologicamente, o espécime LFN apresenta caracteristicas diagnosticas que o
separam das C. eurasiatica € C. ambrosiae, descritas por Kiss et al. (2018). Enquanto C.
eurasiatica e C. ambrosiae possuem ascosporos cilindricos que variam entre 12 e 22 pm
de comprimento (Kiss et al. 2018), o espécime LFN apresenta ascosporos fusiformes e
ligeiramente curvos, consideravelmente mais longos, medindo 32,7-45,81 um. A posi¢ao
filogenética do espécime LFN com as espécies C. eurasiatica e C. ambrosiae formaram
um ramo como grupo irmao da ordem Chaetosphaeriales, com alto suporte de bootstrap
(99,93%).

Diferentemente das observagdes de C. eurasiatica, cuja infecgdo muitas vezes €
utilizada para o biocontrole de plantas daninhas, a nova espécie Cryptophyllachora sp.
em A. squamosa demonstrou alta viruléncia, sob condigdes favoraveis. A ocorréncia esta
associada a estagdo chuvosa e com temperaturas mais amenas na regido de Anagé-BA,
iniciando no final do verdo (mar¢o), com aumento na incidéncia no outono (marcgo a

junho) e, no inverno (junho a setembro), os sintomas da doenga comecam a desaparecer.

30



Com o avango da doenga na pinha, ha uma répida coalescéncia das lesdes
atingindo 20 mm, com formacao de clipeos densos e uma desfolha prematura. Indicando
que o fungo interfere na capacidade fotossintética da planta e, como consequéncia, reduz
a produtividade. Estas caracteristicas indicam um dano destrutivo similar ao relatado em
1935 para C. ambrosiae nos EUA (Kiss et al. 2018). Estes aspectos demonstram o risco
fitossanitario para os pomares de anonaceas no semiarido.

Este trabalho representa o primeiro registro de Cryptophyllachora sp. causando
doenca em uma Annonaceae (Adnnona squamosa) no Brasil. A descoberta de uma fase
anamorfica coexistindo com o teleomorfo fornece uma visao completa do ciclo de vida
deste patdgeno. A auséncia de sequéncias similares no GenBank (>90%), para o espécime
LFN, destaca a necessidade de maiores inventarios micoldgicos para este género descrito

recentemente.

3.5 CONCLUSOES

A pinta preta em Annona squamosa, no Brasil, ¢ causada por uma nova espécie
de Cryptophyllachora, representando o primeiro registro mundial deste género em uma
Annonaceae.

A andlise filogenética multigénica e a caracterizagdo morfoldgica confirmaram
que o espécime LFN constitui uma linhagem distinta, diferenciando-se das espécies
descritas em Asteraceae.

A identificagdo precisa deste agente etioldogico preenche uma lacuna taxondmica
fundamental e fornece uma base cientifica para o desenvolvimento de estratégias de

manejo fitossanitario eficazes para a cultura da pinha no Brasil.

3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ahmed, N, Alam, M, Saeed, M, Ullah, H, Junaid, M, Kanwal, M, Ahmed, S. (2023). Role
of Plants in Managing Diseases. In: Oztiirk, M., Sridhar, K.R., Sarwat, M., Altay, V. (eds)
Ethnic Knowledge and Perspectives of Medicinal Plants. Apple Academic Press, 26.

Bezerra, JL, Freire, FCO, Andrade, D. (2006). A new Ophiodothella species associated
with leaf spots on Annona squamosa in Brazil. Fitopatologia brasileira, 31, 592-594.
https://doi.org/10.1590/S0100-41582006000600009

31



Cannon, PF (1991). A revision of Phyllachora and some similar genera on the host family
Leguminosae. Mycological Papers, 163, 1-302.

Cannon, PF, Evans, HC (1999). Biotrophic species of Phyllachoraceae associated with
the angiosperm family Erythroxylaceae. Mycological Research, 103, 577-590.
https://doi.org/10.1017/S0953756298007527

Costa, JFO, Kamei, SH, Silva, JRA, Miranda, ARGS, Netto, MB, Silva, SJC, Correia,
KC, Lima, GSA, Assungao, IP (2019). Species diversity
of Colletotrichum infecting Annona spp. in Brazil. European Journal of Plant
Pathology, 153, 1119-1130 https://doi.org/10.1007/s10658-018-01630-w

Costa, SL, Carvalho, AJC, Pessanha, PGO, Monnerat, PH, Marinho, CS (2002).
Produtividade da cultura da pinha (Annona squamosa L.) em fungdo de niveis de
adubagao nitrogenada e formas de aplicag¢do de boro. Revista Brasileira de Fruticultura,
24, 543-546. https://doi.org/10.1590/S0100-29452002000200052

Huang, Q, Wan, J, Li, X, Zhao, S, Liu, G, Li, Y, Xiao, S. (2025). First report of
Phakopsora cherimoliae causing rust disease on Annona squamosa in China. Plant
Disease, 109, 2241-2450. https://doi.org/10.1094/PDIS-04-25-0817-PDN

Karnovsky, MJ (1965). A formaldehyde fixative of high osmolality for use in electron
microscopy. Journal of Cell Biology, 27, 137—-138.

Kiros-Meles, A, Abang, MM (2008). Farmers’ knowledge of crop diseases and control
strategies in the Regional State of Tigrai, northern Ethiopia: implications for farmer—
researcher collaboration in disease management. Agriculture and Human Values, 25,
433-452. https://doi.org/10.1007/s10460-007-9109-6

Kiss, L, Kovacs, GM, Boka, K, Bohar, G, Boharné, KV, Németh, MZ, Takamatsu, S,
Shin, HD, Hayova, V, Nischwitz, C, Seier, MK, Evans, HC, Cannon, PF, Ash, GJ, Shivas,
RG, Miiller-Schéarer, H (2018). Deciphering the biology of Cryptophyllachora
eurasiatica gen. et sp. nov., an often cryptic pathogen of an allergenic weed, Ambrosia
artemisiifolia. Scientific Reports, 8, 10806. https://doi.org/10.1038/s41598-018-29102-5

Leitdo, CAE (2018). Working optimally with serial sections in glycol-methacrylate resin.
Brazilian Archives of Biology and Technology, 61. https://doi.org/10.1590/1678-4324-
2018180103

Leitdo, CAE (2021). Craftsmanship and low-cost machines and abrasives for sharpening
steel knife with C edge, and procedures for obtaining 3 pum thick glycol-methacrylate
resin  sections.  Perspectivas da  Ciéncia e  Tecnologia, 13, 174-
196. https://doi.org/10.22407/1984-5693.2021.v13.p.174-196

Lemos, EEP (2014). A produgcdo de anondceas no Brasil. Revista Brasileira de
Fruticultura, 36, 77-85. https://doi.org/10.1590/S0100-29452014000500009

32


https://doi.org/10.1017/S0953756298007527
https://doi.org/10.1007/s10658-018-01630-w
https://doi.org/10.1590/S0100-29452002000200052
https://doi.org/10.1094/PDIS-04-25-0817-PDN
https://doi.org/10.1007/s10460-007-9109-6
https://doi.org/10.1038/s41598-018-29102-5
https://doi.org/10.1590/1678-4324-2018180103
https://doi.org/10.1590/1678-4324-2018180103
https://doi.org/10.22407/1984-5693.2021.v13.p.174-196
https://doi.org/10.1590/S0100-29452014000500009

Maia, VT (1979). Técnica histolégica. Atheneu, Sao Paulo.

McManus, JFA (1948). Histological and histochemical uses of periodic acid. Stain
Technology, 23, 99—108. https://doi.org/10.3109/10520294809106232

O’Brien, TP, Feder, N., McCully, ME (1964). Polychromatic staining of plant cell walls
by Toluidine blue O. Protoplasma, 59, 368-373. https://doi.org/10.1007/BF01248568

Oliveira, AS, Castellani, MA, Nascimento, AS, Moreira, AA (2016). Perfil do sistema de
producao de pinha nos polos de fruticultura da Bahia, com énfase nos aspectos
fitossanitarios da cultura. Extensdo Rural, 23, 95-111.
http://dx.doi.org/10.5902/2318179613034

Queiroga, VP, Gomes, JP, Melo, BA, Lima, DC, Mendes, NVB, Figueirédo, RMF, Girao,
EG, Albuquerque, EMB (2023). Sistema Produtivo da Pinheira (4dnnona squamos L.).
Embrapa, 15.

Ribeiro, VC, Leitdo, CAE (2020). Utilisation of Toluidine blue O pH 4.0 and
histochemical inferences in plant sections obtained by free-hand. Protoplasma, 257, 993—
1008. https://doi.org/10.1007/s00709-019-01473-0

Zulperi, D., Saad, N., Ismail, SI, Johari, MIH (2026). Annonas: Botany, Production and
Uses. CABI Digital Library, 193-206. https://doi.org/10.1079/9781800627628.0011

33


https://doi.org/10.3109/10520294809106232
https://doi.org/10.1007/BF01248568
http://dx.doi.org/10.5902/2318179613034
https://doi.org/10.1007/s00709-019-01473-0
https://doi.org/10.1079/9781800627628.0011

Periodico Cientifico: Protoplasma - A2

ARTIGO II
Analise histopatolégica da interagdo Cryptophyllachora sp. X pinha (4Annona

squamosa): colonizacao e estruturas reprodutivas®

*Situacio: nao submetido
34



Analise histopatolégica da interacao Cryptophyllachora sp. X pinha (Annona
squamosa): colonizacio e estruturas reprodutivas

RESUMO

A pinha (Annona squamosa) ¢ uma frutifera de elevada importancia econdmica, cuja
produtividade ¢ frequentemente limitada por doengas foliares. Nesse sentido, o presente
trabalho objetivou caracterizar a interacao histopatologica entre o patdgeno emergente
Cryptophyllachora sp. e folhas de A. squamosa, visando elucidar os mecanismos de
patogénese e as respostas estruturais do hospedeiro. Folhas sintomaticas foram
submetidas ao processamento histoldégico convencional, com cortes transversais corados
com azul de toluidina e utilizado o teste de acido periddico-Schiff. A andlise microscopica
revelou uma colonizagdo de toda a folha e de forma agressiva, com hifas septadas
apresentando crescimento inter e intracelular nas camadas do mesofilo. Notavelmente, o
patogeno invadiu os feixes vasculares, colonizando tanto o xilema quanto o floema, o que
fundamenta a severa necrose e a desfolha precoce, observadas macroscopicamente. O
fungo exibiu um ciclo caracterizado pela coexisténcia de picnidios subepidérmicos e
peritécios imersos profundamente no parénquima, ambos exsudando esporos via cirros.
Uma caracteristica interessante observada foi a presenca da mucilagem fisiologica
presente nos idioblastos e a associag@o das hifas do patdgeno proximas e inseridas nessa
mucilagem. Embora o hospedeiro tenha ativado respostas de defesa, evidenciadas pelo
acumulo de compostos fenolicos, essas barreiras foram insuficientes para conter o avango
do patogeno. Conclui-se que Cryptophyllachora sp. possui um alto nivel de
especializacdo e viruléncia, utilizando estratégias de invasdo vascular e exploragdo
metabolica de recursos do hospedeiro para estabelecer uma infec¢ao agressiva.

Palavras-chave: Annonaceae, Histoquimica, Interacao planta-patégeno, Mucilagem.
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ABSTRACT

Sugar apple (Annona squamosa) is a fruit crop of high economic importance, whose
productivity is frequently limited by foliar diseases. This study aimed to characterize the
histopathological interaction between the emerging pathogen Cryptophyllachora sp. and
leaves of A. squamosa, seeking to elucidate pathogenesis mechanisms and host structural
responses. Symptomatic leaves were subjected to conventional histological processing,
with cross-sections stained with toluidine blue and the periodic acid-Schiff test.
Microscopic analysis revealed an aggressive and systemic colonization, with septate
hyphae exhibiting inter- and intracellular growth throughout the mesophyll layers.
Notably, the pathogen invaded the vascular bundles, colonizing both the xylem and the
phloem, which underlines the severe necrosis and premature defoliation observed
macroscopically. The fungus exhibited a cycle characterized by the coexistence of
subepidermal pycnidia and perithecia deeply immersed in the parenchyma, both exuding
spores via cirri. An interesting feature observed was the presence of physiological
mucilage within idioblasts and the association of the pathogen’s hyphae near and
embedded within this mucilage. Although the host activated defense responses, evidenced
by the accumulation of phenolic compounds, these barriers were insufficient to contain
the pathogen's advancement. It is concluded that Cryptophyllachora sp. possesses a high
level of specialization and virulence, utilizing vascular invasion strategies and metabolic
exploitation of host resources to establish an aggressive infection.

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

Nativa da América tropical, a pinha, também conhecida como fruta-do-conde
(Annona squamosa L.), € cultivada em diversas regides devido a sua capacidade de
adaptagao. Sua tolerancia a diferentes tipos de solo e regimes climaticos permite que seja
explorada comercialmente em zonas de clima tropical e subtropical (Moura et al. 2021;
Fan et al. 2025; Singh et al. 2025).

No entanto, a produtividade e a longevidade dos pomares tém sido severamente
limitadas pela ocorréncia de doengas fingicas foliares, que comprometem a capacidade
fotossintética e induzem a desfolha precoce das plantas (Costa et al. 2019; Huang et al.
2025; Zulperi et al. 2026). Entre os patogenos emergentes associados a essa cultura, o
fungo Cryptophyllachora sp. tem despertado atengdo devido a sua agressividade e a
complexidade de suas interagcdes com o hospedeiro.

Embora a sintomatologia macroscopica dessas manchas foliares seja descrita por
lesdes necrodticas circulares, os mecanismos celulares da patogénese desse fungo em A4.
squamosa ainda sdo pouco compreendidos. A eficacia de uma colonizagdo flngica
depende de varias estratégias que incluem a penetragdo nos tecidos, a neutralizagcdo das
defesas quimicas do hospedeiro e a exploracdo de recursos fisioldgicos para o
crescimento micelial (Ferreira et al. 2006; Presti et al. 2015). Em anondaceas, a presenga
de estruturas glandulares e o acimulo de substancias, como a mucilagem e compostos
fenodlicos, constituem barreiras potenciais que o patdgeno deve superar para estabelecer a
infeccdo (Bakker e Gerritsen 1992).

A histopatologia vegetal ¢ uma ferramenta importante para elucidar essas
interacdes, permitindo a visualizacao direta da invasao tecidual e do desenvolvimento das
estruturas reprodutivas (Agrios 2008; Glass et al. 2025). Contudo, para o patossistema 4.
squamosa — Cryptophyllachora sp., hd uma lacuna de informagdes sobre a dindmica de
colonizagao micelial.

Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagdo histopatoldgica da infec¢do por Cryptophyllachora sp. em folhas de A.
squamosa. Buscou-se analisar o padrdo de invasdo das hifas, a localizacdo e

desenvolvimento das estruturas reprodutivas (picnidios e peritécios), bem como as
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respostas estruturais e bioquimicas do hospedeiro, visando preencher a lacuna existente e
auxiliar na compreensdao da patogénese e o futuro desenvolvimento de estratégias de

manejo fitossanitario.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Coleta das amostras

Foram coletadas folhas de pinha (4nnona squamosa L.) apresentando sintomas
tipicos de infeccdo por Cryptophyllachora sp. com manchas foliares necroticas, bem

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

4.2.2 Microscopia optica

As amostras foram removidas com uma lamina de barbear e imediatamente
fixadas em uma solu¢do contendo 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 3% de
sacarose ¢ 0,2 mM L™ de cloreto de calcio em tampao fosfato 0,2 M a pH 7,2 (Karnovsky
1965) a 6 °C, por 24 h. Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua destilada,
parcialmente desidratadas em uma série progressiva de etanol até 95% e incluidas em
resina de glicol-metacrilato (Historesin® Leica), de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Os blocos contendo as amostras foram seccionados em um micrétomo rotativo
Leitz 1212 (Ernst Leitz Wetzlar), ajustado para 3 um (Leitdo 2021), obtendo-se cortes
seriados de forma otimizada para histoquimica (Leitdo 2018).

Para cada amostra, uma das 1aminas contendo cortes histoldgicos foi mantida sem
coloracdo para servir de “branco”. As demais laminas foram submetidas a técnicas de
coloracdo e histoquimica: para caracterizacdo estrutural e inferéncias histoquimicas, as
laminas foram coradas com azul de Toluidina (TBO) a 0,025% em tampao Mcllvaine pH
4,0, por 15 minutos (O'Brien et al. 1964; Ribeiro e Leitao 2020).

Para a detec¢ao de polissacarideos insoluveis, utilizou-se o teste com acido
periddico-Schiff (PAS) (McManus 1948; Maia 1979). Apds a coloragdo, as 1aminas com
os cortes foram lavadas em 4gua destilada, secas ao ar e armazenadas em estojos

apropriados.
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Para a observagao e aquisi¢ao de micrografias, as laminas foram montadas com
uma laminula e dgua destilada, e analisadas com um microscopio de luz Leica DM750,
equipado com um sistema de captura de imagem digital ICC50HD (Leica Microsystems),

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

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Invasao micelial e distribuicdo das hifas

A anélise dos cortes histologicos de folhas de Annona squamosa infectadas com
Cryptophyllachora sp. revelou uma colonizagdo fingica extensa no interior dos tecidos
do hospedeiro.

As estruturas vegetativas do patdgeno foram consistentemente identificadas como
hifas septadas (Fig. 1a) que exibiram um padrdo de crescimento tanto intercelular quanto
intracelular (Fig. 1b).

A distribuicdo das hifas foi observada de forma abrangente em todas as camadas
do mesofilo, tanto no parénquima lacunoso, quanto no parénquima pali¢adico (Fig. lc, d,
e, h). As hifas também se encontravam presentes na epiderme, na face adaxial (Fig. 1f) e
na face abaxial, nos estomatos (Fig. 1g), indicando possiveis locais de entrada do
patogeno. Além disso, as hifas foram identificadas colonizando os feixes vasculares, tanto

o floema quanto o xilema (Fig. 2c, d, e).
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Fig. 1 Cortes transversais da lamina foliar de Annona squamosa infestada por
Cryptophyllachora sp. a. Feixe vascular em corte longitudinal evidenciando hifas
septadas (setas) em células do floema; b. Panorama da lamina foliar com inimeras hifas
em espacos intercelulares (setas longas) e dentro das células do hospedeiro (setas curtas);
c. Corte transversal de nervura, evidenciando hifas (setas) em células de todos os tecidos;
d. Corte longitudinal de feixe vascular, evidenciando hifa em elemento de vaso; e. Corte
longitudinal de feixe vascular, evidenciando hifas em células de todos os tecidos; f.
Detalhe de hifas (setas) invadindo a folha através da epiderme da face adaxial; g. Detalhe
de hifas (seta) atravessando o estdmato e ocupando a camara subestomatica; h. Detalhe
de hifa atravessando plasmodesmos entre célula epidérmica e célula de parénquima
palicadico. Legendas: CBF - célula da bainha do feixe, CSE - camara subestomatica, Co
- colénquima, Ep - epiderme, Fb - fibras, Flo - floema, IM - idioblasto mucilagionos, PF
- parénquima fundamental, PL - parénquima lacunoso, PP - parénquima palicadico, Xi -
xilema. Barras de escala em micrometros

4.3.2 Localizacdo e morfologia das estruturas assexuadas (picnidios) e sexuadas
(peritécios)

Foi observada a presenca de picnidios e peritécios coexistindo nas mesmas lesdes
(Fig. 2a). As estruturas de reproducao assexuada, identificadas como picnidios, foram

observadas consistentemente, desenvolvendo-se nas células epidérmicas do hospedeiro
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(Fig. 2b). A medida que a massa de conidios atingiu a maturagio, a pressio exercida
resultou no rompimento das paredes anticlinais e elevagdo da parede periclinal externa
com posterior ruptura dela. Como consequéncia, observou-se o extravasamento da massa
de conidios, caracterizado como cirro (Fig. 2c).

Em contraste com os picnidios, as estruturas de reproducao sexuada, os peritécios,
foram localizados em camadas mais profundas do tecido foliar (Fig. 2d). Estas estruturas
estavam totalmente imersas e bem estabelecidas no mesofilo, tanto no parénquima
paligadico como no lacunoso. Apesar de sua localizacdo mais interna, também foi
observada a ruptura da epiderme acima dos peritécios maduros. Similarmente aos
picnidios, a liberacdo dos ascdsporos ocorreu pela exsudacdo da massa de esporos em
forma de cirros (Fig. 2e), o que possibilitou a exposicao e eventual liberagdo dos

ascOsporos para o meio externo.
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Fig. 2 Cortes transversais da lamina foliar de Annona squamosa infestada por
Cryptophyllachora sp. a. Panorama da lamina foliar com picnidios e peritécios; b.
Panorama da 1amina foliar com dois picnidios, com extravasamento de cirros (asteriscos);
c. Detalhe de regido com picnidio extravasando cirros de conidios (astericos); d.
Panorama da lamina foliar com dois peritécios, com ascos indicados (setas); e. Detalhe
do ostiolo do peritécio com extravasamento de cirros. Legenda: As - ascos, CF -
compostos fenolicos, IM - idioblasto mucilaginoso, Per - peritécio, Pic - picnidio. Barras
de escala em micrometros

4.3.4 Resposta do hospedeiro e degradacio tecidual
A infecgdo pelo patogeno fungico induziu uma resposta destrutiva e intensa nos

tecidos foliares. Macroscopicamente, esta atividade culminou na formagao de manchas
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foliares necroticas (Fig. 3a, b), evidenciando a morte celular extensa nas areas adjacentes
a formagao dos corpos de frutificacao (picnidios e peritécios) e producao de cirros (Fig.

3¢).

Fig. 3 Visao geral dos sintomas de Cryptophyllachora sp. em Annona squamosa. a. Ramo
com folhas sintomaticas; b. Detalhe da folha com lesdes necroticas (setas); ¢. Visdo ao
estereoscopio da lamina foliar com peritécios com cirros em evidéncia (setas).

O dano celular em folhas doentes foi significativo, caracterizado pela destruigao
da arquitetura do mesofilo. Observou-se o colapso estrutural e a lise celular do
parénquima palicaddico e do parénquima lacunoso (Fig. 4a, c), quando comparado ao
tecido sadio (Fig. 4b), correlacionando-se com a presenga de hifas intercelulares e
intracelulares, além dos corpos de frutificacao.

Em laminas histologicas, tanto de tecidos infectados quanto de tecidos sadios, foi
observada a presenga de estruturas contendo grande quantidade de mucilagem localizadas
no parénquima lacunoso e o extravasamento dessa mucilagem, dispersando-se nos
espagos intercelulares.

No entanto, em areas de infec¢ao, foi notada uma interagao direta entre o patdgeno
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e a mucilagem. Hifas fungicas foram observadas adjacentes e até mesmo penetrando a
massa de mucilagem (Fig. 4e).

Também foi possivel observar a diferenga entre o acimulo de amido em folhas
sadias e doentes, com uma reducdo na presenga de amido em plantas com ataque do
Cryptophyllachora sp. (Fig. 41, g).

Em adicao, foi observada microscopicamente a presenca de compostos fenolicos.
Estes compostos, detectados pela cor verde-azulada (utilizando o corante azul de
toluidina), estavam localizados em células circundantes as hifas e aos corpos de

frutificacdo nas amostras sintomadticas com necrose (Fig. 4d).

Fig. 4 Cortes transversais da lamina foliar de Annona squamosa com (a, c, d-f) e sem (b,
g) sintomas. a. Regido necrosada; b. Lamina com aspecto sadio; c¢. Regidao limitrofe de
necrose, evidenciando compostos fenolicos (asteriscos); d. Detalhe de regido superficial
da folha, com hifas em células do parénquima pali¢adico contendo compostos fenolicos
(asterisco); e. Detalhe de mucilagem com hifas (setas) imersas; f. Panorama da folha
sintomatica com inconspicuos graos de amido; g. Panorama de folha assintomatica com
varios graos de amido. Legendas: IM - idioblasto mucilaginoso, PL - parénquima
lacunoso, PP - parénquima paligéddico. Barras de escala em micrometros
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4.4 DISCUSSAO

Investigacdes histopatologicas das interagdes planta-patdgeno sdo necessarias
para a compreensao de doencas emergentes em plantas. As observacdes detalhadas da
interacdo entre o Cryptophyllachora sp. e as folhas de pinha (Annona squamosa)
fornecem uma base solida para a compreensdo da patogénese ¢ da agressividade deste
fungo. A anélise microscopica revelou um padrao de infecgdo altamente destrutivo,
caracterizado pela colonizacao generalizada do mesofilo e pela presenca de estruturas
reprodutivas assexuadas e sexuadas.

Observou-se simultaneamente a presenca de picnidios (estrutura assexuada) e
peritécios (estrutura sexuada) nas mesmas lesdes foliares, ambos liberando esporos em
cirros. Este mecanismo de liberagdo exsudativa ¢ importante, pois protege os esporos
contra o dessecamento, visto que a matriz mucilaginosa que envolve os esporos atua como
um agente higroscopico (Griffiths e Peverett 1980; Mondal e Parbery 2005; Qu et al.
2017). Além disso, facilita a dispersao no ambiente, sugerindo um aumento do potencial
de incidéncia da doenga em campo.

A coexisténcia das fases sexuada e assexuada ¢ importante, pois pode conferir ao
patogeno maior adaptabilidade e variabilidade, fatores que podem estar relacionados a
patogenicidade e a capacidade de superar resisténcias do hospedeiro (Ashu e Xu 2015;
Madhushan et al. 2025).

A resposta de defesa da A. squamosa foi indicada pelo acimulo de compostos
fendlicos, detectados tanto em tecidos sadios (defesa constitutiva) quanto infectados
(defesa induzida). A presenga constitutiva de fenolicos sugere que a espécie possui um
acumulo bioquimico pré-formado (Dias et al. 2023).

A deposicao de fendlicos ¢ uma resposta de defesa do hospedeiro, uma vez que
tais metabolitos possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes que auxiliam as
plantas na neutralizacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Também servem como
precursores para a lignificacdo das paredes celulares, o que pode reforgar as barreiras
fisicas contra a penetra¢do fingica (Kumar et al. 2020; Rashad et al. 2020). O aumento

na concentracdo de compostos fenolicos, como mecanismo de defesa em resposta a
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invasdo fitopatogénica, ¢ relatado em diversos patossistemas (Braga et al. 2019; Kumar
et al. 2020; Braga et al. 2021; Khanday et al. 2024).

O sistema de defesa vegetal ¢ ativado, quando receptores de reconhecimento de
padrdes identificam a ameaga. A resposta local inicial torna-se sistémica por intermédio
de sinalizagao molecular, o que permite a ativagao de diversas vias de defesa em toda a
extensao da planta (Kumar et al. 2020; Rashad et al. 2020).

No entanto, os resultados indicam que essa barreira quimica foi insuficiente para
inibir o desenvolvimento de Cryptophyllachora sp. A progressao da infecc¢ao, resultando
em intensa destruicdo do parénquima, sugere que o patdgeno possui mecanismos de
viruléncia eficientes (Shalaby e Horwitz 2015). Esse comprometimento da estrutura foliar
pode explicar a desfolha precoce observada em plantas de pinha acometidas por esse
patossistema.

Além disso, existe ainda a probabilidade de que a degradacdo e subsequente morte
dos tecidos celulares representem uma reagdo de hipersensibilidade (Coll et al. 2011).
Essa resposta fisiologica tem como objetivo a inibi¢do da colonizagdo fungica,
dificultando o acesso do fungo a tecidos sadios (Beardmore et al. 1983; Niks e Rubiales
2002).

A andlise histoquimica também revelou uma alteragdo metabolica nos tecidos
infectados, caracterizada pela reducdo no acimulo de graos de amido em comparacao as
folhas sadias. Em tecidos sadios, a presenca abundante de amido no mesofilo reflete a
eficiéncia do metabolismo e a manutencdo das reservas energéticas da planta (Smith e
Zeeman 2020). Contudo, foi possivel perceber que a colonizacao por Cryptophyllachora
sp. resultou em um menor armazenamento de amido.

Isto pode ser atribuido ao comprometimento do aparato fotossintético decorrente
da lise celular e da invasdo dos tecidos vasculares, o que interrompe a sintese de
fotoassimilados. Essa invasdo interrompe o transporte de agua e a sintese de
fotoassimilados, que sdo essenciais para a producdo de amido. A sintese de amido em
plantas esta intimamente ligada a fotossintese, uma vez que o amido ¢ produzido a partir
do carbono fixado durante o dia e serve como reserva de carbono (Cho e Kang 2020;

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

Um aspecto interessante do parasitismo observado reside na interacao do patogeno
com a mucilagem. A presenga de células mucilaginosas ¢ tipica de representantes da
familia Annonaceae, inclusive ja estudada em 4. squamosa (Bakker e Gerritsen 1992). A
observacdo de hifas proximas a mucilagem e, em alguns casos, inseridas nela foi
identificada com frequéncia.

A higroscopicidade acentuada da mucilagem interferiu na estabilidade dos cortes
histolégicos, promovendo distor¢des focais em determinadas areas. Tais variagdes
dificultaram a obten¢do de um plano focal homogéneo, resultando em perda de nitidez

em campos microscopicos onde o extravasamento desse contetido era mais denso.

4.5 CONCLUSOES

A investigag¢ao histopatoldgica da interacdo entre Cryptophyllachora sp. e Annona
squamosa demonstra que o patdogeno possui uma estratégia de infeccdo altamente
agressiva. A coexisténcia de picnidios e peritécios, com liberagdo de esporos via cirros,
assegura a disseminagao eficiente e a persisténcia do in6culo no campo.

A colonizagao de toda a folha, que atinge inclusive os tecidos vasculares de xilema
e floema, fundamenta o colapso estrutural e a severa necrose foliar que levam a desfolha
precoce da cultura.

A capacidade do fungo de superar a barreira quimica imposta pelos compostos
fenolicos sugere elevada capacidade infectiva do patégeno nesse patossistema. Este
trabalho fornece subsidios importantes para futuras estratégias de manejo fitossanitario

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

*Situacao: nao submetido
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Escala diagramatica para avaliacio da severidade da pinta preta em folhas de
pinha

RESUMO

A demanda pelo cultivo da fruta-do-conde (Annona squamosa) tem crescido,
evidenciando sua importancia socioecondmica no Brasil. Contudo, doencas como a pinta
preta (Cryptophyllachora sp.) t€m causado perdas significativas na produtividade dessa
cultura. Para avaliar a intensidade da pinta preta em pomares de pinha, ¢ necessario
desenvolver escalas diagramaticas que auxiliem na avaliagdo precisa e padronizada da
severidade da doenga, reduzindo, assim, a subjetividade das estimativas. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e validar uma escala diagramatica para avaliagdo da severidade da
a pinta preta em folhas de pinha. Regressdo linear e coeficiente de correlagdo de
concordancia de Lin foram utilizados para avaliar a confiabilidade e a precisao dos
avaliadores. Quarenta ¢ scte folhas naturalmente infectadas, com diferentes niveis de
severidade, foram utilizadas em um pomar localizado no municipio de Caetanos, BA,
Brasil. A proporcao da area foliar infectada foi determinada utilizando o sofiware Imagel,
permitindo a quantificacao da severidade da doenga. Assim, desenvolveu-se uma escala
diagramatica com oito niveis de severidade (1,1, 1,6, 2,4, 3,7, 5,5, 8,3, 12,1, 17,5%),
sendo 1,1% a menor e 17,5% a maior severidade observada em campo. Para validagao,
oito avaliadores realizaram duas avaliagdes: uma sem a escala e outra sete dias depois,
utilizando a escala desenvolvida. O uso da escala melhorou a precisao (r = 0,69 e 0,14,
com e sem a escala) e a acurdcia, evidenciada pelo fator de correcao de viés (Cb=0,93 ¢
0,36, com e sem a escala) dos avaliadores. A concordancia interavaliadores foi superior
nas estimativas de gravidade realizadas com a escala (ICC = 0,78; OCC = 0,73), em
comparag¢do com as avaliagdes sem o seu uso (ICC =0,45; OCC =0,18). Assim, a escala
diagramatica desenvolvida mostrou-se eficaz para estimar a gravidade da pinta preta da
pinha, fornecendo estimativas de gravidade da doenga mais precisas, padronizadas e
reproduziveis.

Palavras-chave: Annona squamosa, Cryptophyllachora sp., Avaliagdo de doencas,
Fitopatometria.
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ABSTRACT

The demand for sugar apple (4Annona squamosa) cultivation has been growing,
highlighting its socioeconomic importance in Brazil. However, diseases such as black
spot (Cryptophyllachora sp.) have caused significant yield losses in this crop. To assess
the intensity of black spot in sugar apple orchards, it is necessary to develop diagrammatic
scales that aid in the accurate and standardized evaluation of disease severity, thereby
reducing the subjectivity of estimates.The objective of this study was to develop and
validate a diagrammatic scale for assessing the severity of black spot on sugar apple
leaves. Linear regression and Lin's concordance correlation coefficient approaches were
used to evaluate the reliability and precision of raters. Forty-seven naturally infected
leaves with different severity levels were used from an orchard located in the municipality
of Caetanos, BA, Brazil. The proportion of the infected leaf area was determined using
the Image] software, allowing for the quantification of disease severity.Thus, a
diagrammatic scale with eight severity levels (1.1,1.6,2.4,3.7,5.5,8.3,12.1, 17.5%) was
developed, with 1.1% being the lowest and 17.5% being the highest severity observed in
the field. For validation, eight raters performed two assessments: one without the scale
and another, seven days later, using the developed scale. The use of the scale improved
the precision (r = 0.69 and 0.14, with and without the scale) and the accuracy, evidenced
by the bias correction factor (Cb = 0.93 and 0.36, with and without the scale) of the raters.
Inter-rater agreement was superior in the severity estimates performed with the scale (ICC
=0.78; OCC =0.73), compared to assessments without its use (ICC = 0.45; OCC = 0.18).
Thus, the developed diagrammatic scale proved effective for estimating the severity of
sugar apple black spot, providing more accurate, standardized, and reproducible disease
severity estimates.

Keywords: Annona squamosa, Cryptophyllachora sp., Disease assessment,
Phytopatometry.
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5.1 INTRODUCAO

A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e 2300 espécies de
arvores e arbustos (Moreira et al. 2013). As espécies de Annonaceae sdo proeminentes
em muitas regides do Brasil e do mundo, notadamente pela producdo de frutos
comercialmente atrativos, como a pinha (4nnona squamosa L.).

Apesar do crescente comércio e da demanda, problemas fitossanitarios tém levado
a perdas significativas na producdo e na qualidade dos frutos (Thite et al. 2024). Entre
esses problemas, a pinta preta, causada pelo fungo Cryptophyllachora sp., ¢é

particularmente notavel por sua alta incidéncia e sintomas severos no campo (Figura 1).

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

Em plantas de pinha, a pinta preta compromete o desenvolvimento foliar e a
eficiéncia fotossintética. Folhas infectadas exibem lesdes arredondadas de coloragao
marrom-clara e com bordos escurecidos e podem cair prematuramente (Bezerra et al.
2006). Com a desfolha, consequentemente, ocorre a redug¢ao na produgado e qualidade dos
frutos formados, o que tem desmotivado muitos agricultores a continuar com o cultivo
desta cultura. As doengas foliares representam um dos principais desafios para a produgdo
agricola, afetando a saude das plantas e reduzindo significativamente a produtividade das
culturas. A quantificacao de doencas de plantas ¢ fundamental para o estudo e analise de

epidemias, bem como para a avaliacdo de diferentes estratégias de manejo no campo e
54



comparagao de variedades quanto a resisténcia (Madden et al. 2007).

A avaliacdo visual da severidade de doencas foliares ¢ uma pratica comum no
campo, porém esta sujeita a altos graus de subjetividade, variagdes entre avaliadores e
tendéncia a superestimagdo ou subestimacao da severidade da doenga (Bock et al. 2022).
As estimativas de porcentagem dependem da percepcao de cores no espectro visivel,
precisando identificar os sintomas e atribuir valores percentuais proximos ao valor da
severidade real da doenga (Bock et al. 2020). Para minimizar esses problemas, o
desenvolvimento de escalas diagramaticas tem se mostrado uma ferramenta essencial.

Escalas diagramaticas sdo representacdes visuais que padronizam a avaliacao da
severidade das doengas, fornecendo uma referéncia objetiva para avaliadores,
independentemente de sua experiéncia (Del Ponte et al. 2017). Diversos estudos
demonstram que o uso de escalas diagramadticas melhora a precisdo e a acuracia das
avaliagdes, contribuindo para uma gestdo mais eficaz das doencgas e para a tomada de
decisdes de manejo fitossanitario (Chiang e Bock 2022; Del Ponte et al. 2017).

Apesar de sua importancia, ainda ndo existe uma escala diagramatica
desenvolvida especificamente para a avaliagdo da pinta preta em pinha, o que destaca a
necessidade de ferramentas que contemplem as particularidades dessa doenga. Diante
desse contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar uma escala
diagramatica para a avaliacao da severidade da pinta preta em folhas de pinha. A nova
escala visa reduzir a variabilidade nas estimativas visuais e aumentar a confiabilidade dos
dados obtidos, oferecendo um recurso valioso para pesquisadores e agricultores na

identificacdo e manejo da doenca.

5.2 MATERIAL E METODOS

Para desenvolver os diagramas, foram coletadas folhas de plantas de pinha,
naturalmente infectadas por Cryptophyllachora sp., apresentando diferentes niveis de
severidade de pinta preta. As folhas foram coletadas em éreas de producao localizadas no
municipio de Caetanos, Bahia, Brasil, (14°25°S, 41°04'W, altitude de 378 m), durante a
temporada 2022-2024. Posteriormente, quarenta e sete folhas de pinha naturalmente

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

Para cada folha digitalizada, a propor¢ao de area doente foi estimada por meio do
software ImageJ, um software de codigo aberto utilizado para analise de imagens,
comumente aplicado em estudos cientificos para medir a area de interesse em imagens
digitais (Schneider et al. 2012). Os valores minimo e méximo de severidade observados
nas amostras foram utilizados para determinar os limites inferior e superior da escala
diagramatica (SAD). A partir dos valores maximo e minimo encontrados, foram
determinados seis outros valores intermedidrios de severidade com base em incrementos
logaritmicos (Horsfall e Barratt 1945; Kranz 1988; Bock et al. 2010).

Para o desenvolvimento da representagdo grafica da escala diagramatica, foi

utilizado o software de edicdo de imagens PAINT (https:/www.microsoft.com/pt-
br/p/paint). Uma imagem representativa de uma folha de pinha foi utilizada como modelo.
As caracteristicas da folha, incluindo forma, tamanho e padrao espacial das lesdes, foram
cuidadosamente inseridas manualmente em cada diagrama, reproduzindo fielmente as

lesOes observadas em uma folha doente real.

5.2.1 Validacao da escala diagramatica de area padrao (SAD)

Um grupo de oito avaliadores, com e sem experiéncia, avaliaram as mesmas 47
imagens das folhas utilizadas para a confecgdo da escala, com diferentes intensidades da
doenca. Para validar a SAD, foram fornecidas instrucdes sobre como reconhecer os
sintomas e como avaliar a severidade da pinta preta da pinha (porcentagem de area foliar
sintomatica).

As imagens foram exibidas de maneira aleatoria, em s/ides individuais no sofiware
Microsoft PowerPoint, durante duas etapas distintas. Na primeira etapa, os avaliadores
procederam a avaliag¢do da severidade da doenca sem utilizar a SAD. Uma semana depois,
na segunda etapa, os avaliadores repetiram o processo, porém, desta vez, utilizando a

SAD para fornecer estimativas sobre o0 mesmo conjunto de imagens.

5.2.2 Precisao de confiabilidade das estimativas

A precisdo geral das estimativas, que se refere a proximidade das estimativas de
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severidade com a severidade real (Madden et al. 2007; Bock et al. 2016), foi determinada
para cada avaliador e condi¢do (sem e com SAD) (Without, with SAD) com base no
coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin (LCC, pc; Lin 1989), conforme sugerido
para dados de doengas de plantas (Madden et al. 2007; Bock et al. 2010). Além disso, os
componentes de precisdo (precisao e fator de corre¢ao de viés) foram explorados para

investigar as ramifica¢des dos erros.

5.2.3 Comparacao da precisao e confiabilidade entre os métodos

Um modelo linear misto generalizado foi ajustado aos dados dos parametros do
LCC para cada avaliador. As avaliagdes (Sem, Com SAD) foram consideradas efeitos
fixos e os avaliadores foram considerados efeitos aleatdrios no modelo. As médias dos
minimos quadrados de cada pardmetro do LCC, sob as condi¢des dos métodos de
avaliag¢do, foram comparadas usando-se o teste de Tukey com um nivel de significancia
de 5%.

A confiabilidade ou reprodutibilidade interavaliadores foi avaliada por dois
métodos diferentes: o coeficiente de correlagao intraclasse (CCI; Shoukri e Pause 1999)
e a correlagdo de concordancia geral (CCG), que ¢ um método aprimorado do LCC para
multiplos avaliadores (Barnhart et al. 2002). Os CCIs foram comparados com base no
intervalo de confianga.

A relagdo entre o erro (desvio) das estimativas (gravidade estimada - gravidade
verdadeira) e a gravidade verdadeira, bem como a distribuicao de densidade dos erros de
estimativa foram retratadas para cada avaliacao (Sem, Com SAD). Por fim, explorou-se
a relagdo entre o ganho/perda (SAD - Sem) na precisdo geral e na precisdo basal (Sem)

para cada avaliador.

5.2.4 Analise estatistica

Todo o processamento e analise de dados, bem como os graficos foram realizados
utilizando-se o software R (R Development Core Team, 2024). O pacote Tidyverse
(Wickham et al. 2019) foi utilizado para preparagdo, transformagao e visualizagdo dos

dados. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se os pacotes Ime4, emmeans,
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epiR, irr, car e broom.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Desenvolvimento da escala diagramatica de area padrao (SAD)

O SAD foi desenvolvido com o proposito de abranger a totalidade da escala de
severidade da pinta preta da pinha, conforme observado em condi¢des de campo. Foram
estabelecidos oito niveis intermediarios de severidade, a partir de 47 folhas (Tabela 1), os
quais representam as diferentes fases da progressdo da doenca, variando de 1,1 a 17,5%,

com valores intermedidrios de 1,6; 2.4; 3,7; 5,5; 8,3 e 12,1% (Figura 2).

Tabela 1 - Distribuicao de frequéncia dos valores de severidade em intervalos unitarios
(%) da pinta preta da pinha (Cryptophyllachora sp.)
Grau do intervalo (%) Frequéncia Frequéncia acumulada

0-1,1 1 1
1,2-1,6 1 2
1,7-2,4 1 3
2,5-3,7 10 13
3,8-5,5 9 22
5,6-8,3 9 31
8,4-12,1 11 42

12,2-17,5 5 47

As imagens representam a superficie adaxial das folhas de pinha, onde os sintomas
da infeccdo por Cryptophyllachora sp. sdo mais evidentes. O estagio inicial da infecgdo
¢ caracterizado por pequenas lesdes de coloracdo marrom-clara, com bordas mais escuras,
distribuidas ao longo da ladmina foliar. Com o avanco da doenga, as lesdes aumentam em
numero e tamanho, frequentemente rompendo o tecido central das areas afetadas. A
medida que a doenga progride, observa-se a coalescéncia das lesdes, formando areas
necrosadas maiores. Essas caracteristicas foram fielmente reproduzidas nos diagramas da

escala, refletindo o padrao natural de evolug¢do da doenga em campo.
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Fig. 2 Escala diagramatica de area padrao desenvolvida para avaliar a severidade da pinta
preta da pinha (Cryptophyllachora sp.) em folhas. As manchas pretas representam os
sintomas encontrados na superficie adaxial das folhas. Cada valor representa a
percentagem de severidade da pinta preta da pinha.

5.3.2 Validacao da escala diagramatica

Verificou-se uma relagao linear positiva entre as estimativas visuais de severidade
da pinta-preta, obtidas com e sem a utilizagdo da escala diagramatica, em comparagao
com os valores de severidade real. Contudo, a aplicag¢@o da escala resultou em estimativas
mais acuradas da area foliar lesionada, apresentando maior proximidade em relacdo aos
valores observados (Figura 3a). No que se refere ao erro de estimativa (estimado — real),
observou-se redugdo consistente com o emprego da SAD (Figura 3b). Sem a utilizagao
da escala, os residuos apresentaram amplitude de —10 a 82,9, enquanto, com a adog¢do da
SAD proposta para a pinta-preta, essa variagdo foi restringida ao intervalo de 9,6 a 7,

evidenciando maior precisao e menor dispersao dos dados em torno de zero (Figura 3b).

59



\ Sem Com DAS
oy = . .
S o| o
& 754
s P . ee o .
£ of o = "M,
B 501 o, o wmes oo .
@ o o 8% oo 00 .
® clee  se edn o e »
o - wee .
8 | tqdgsed o e .
= 259 e oe°ge " s .
[ wcey & i efpe e o P
K o B R S |
» % T (g BTt $ o |l .o ndiii —Sie=gart"
REF] O 2 i YL TEE
L v U +
5 10 15 5 10 15
Severidade real (%)
b) =
[ Sem Com DAS
1004
w 501 : . x
Q | $.28 % $
o Es swits » ) 3
| S 3 ] 0
° LA Sl S P ] YY)
£
@
w504
-1004 —
5 10 15 5 10 15

Severidade real (%)

Fig. 3 Validacdo da escala diagramatica. a. Relagdo entre a severidade real e estimada da
pinta preta em folhas de pinha sem escala e com escala; b. Relagao entre o erro (estimativa
- real) das estimativas visuais e estimativas reais (baseadas em software) da severidade
da pinta preta em folhas de pinha. Em (a) a linha s6lida representa a linha de regressao de
melhor ajuste (cinza), a linha pontilhada (vermelha) € linha de concordancia (inclinacdo
de 1, intercepto de 0). A linha suave (vermelha) em (b) € o resultado do ajuste da regressao
polinomial.

A analise do box-plot, referente as estatisticas dos parametros do coeficiente de
correlagdo de concordancia de Lin (LCC) para as estimativas de severidade, evidenciou
maior exatiddo e precisdo das avaliacdes realizadas com o uso da SAD proposta. A
utilizagdo da escala resultou em menor amplitude dos valores dos pardmetros do LCC
entre os avaliadores, indicando maior consisténcia nas estimativas. Ademais, os valores
obtidos aproximaram-se dos parametros de referéncia (u=0,v=1,Cb=1,r=1e¢epc=

1), demonstrando maior concordancia com os valores reais de severidade (Figura 4).
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Fig. 3 Box-plot das estatisticas dos parametros do coeficiente de correlagdo de
concordancia de lin (LCC) para as estimativas da severidade dos avaliadores sem escala
e com escala.

Nas avaliagdes realizadas com a utilizagdo da SAD, observou-se melhora
expressiva nos parametros do coeficiente de correlacao de concordancia de Lin (LCC),
que se apresentaram mais proximos dos valores de referéncia, em comparagdo as
estimativas obtidas sem o uso da escala. A maior acuracia das estimativas com a SAD foi
evidenciada pelo fator de corre¢dao dos desvios (Cb = 0,93), associado a maior precisdo (r
=0,69), o que resultou em concordancia global superior (pc = 0,74). Por outro lado, nas
avaliagdes sem a utilizacdo da escala, verificou-se maior variabilidade dos parametros do
LCC (u, v, Cb, r e pc), indicando inconsisténcia entre os avaliadores. J4 com a aplicagdo
da SAD, a menor amplitude dos pardmetros reforgou a maior estabilidade das estimativas,
confirmando a redugdo do erro (estimado — real) e, consequentemente, a maior acuracia

e precisdo na quantificagcdo da severidade da doenca (Tabela 2).

Tabela 2 - Modelo linear generalizado misto para analises estatisticas dos pardmetros do
coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin (LCC) que representa a precisao (types
of bias), precisdo (coeficiente de correlagdo) das estimativas percentuais de severidade da
pinta preta da pinha por 8 avaliadores, sem escala ou com uso da escala

Método N U v Cb r Pc
Sem escala 8 1,64 b 2,73 b 0,36 b 0,14b 0,26 b
Com escala 8 -0,20a 0,99 a 0,93 a 0,69 a 0,74 a

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferentes. (Tukey HSD com nivel
de significancia de 5%);

Deslocamento de localizagdo (u, 0 = sem viés em relacdo a linha de concordancia);

Deslocamento de escala (v, 1 = sem viés em relag@o a linha de concordéncia);
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Fator de corregdo de viés (Cb) mede o quanto a linha de melhor ajuste se desvia de 45° e é uma medida de
precisao;

Coeficiente de correlagdo como medida de precisdo (1);

Coecficiente de correlag@o de concordancia de Lin (LCC), que combina medidas de precisdo (r) e precisdo
(Cb) para medir a precisdo geral (concordancia) com o valor verdadeiro.

Com base nos resultados das andlises estatisticas (ICC e OCC), verificou-se
melhoria geral na confiabilidade entre avaliadores, quando utilizada a SAD. A
concordancia interavaliadores, expressa pelos valores de ICC e OCC, foi superior nas
estimativas de severidade realizadas com a escala (ICC = 0,78; OCC = 0,73), em
comparagdo as avaliagdes sem sua utilizagdo (ICC = 0,45; OCC = 0,18). Esses resultados

evidenciam que a aplicagdo da SAD aumentou substancialmente a consisténcia e a

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

Tabela 3 - Medidas de confiabilidade entre avaliadores de estimativas da severidade por
8 avaliadores durante avaliagdo sem e com escala como auxilio para avaliacdo da
severidade da pinta preta em folhas de pinha

Método Coeficiente de correlacio Correlagao de concordincia
intraclasse (ICC)p geral (OCC)"
[95% CI]*

Sem escala 0,45 [0,34 - 0,59] 0,18

Com escala 0,78 10,70 - 0,85] 0,73

a4 Calculado com base nas decisdes do modelo ICC (Schwanck e Del Ponte, 2014).
b Estatisticas gerais de concordancia baseadas em Lin (1989) e Barnhart et al. (2002) para avaliar a
concordancia entre multiplos observadores.

5.4 DISCUSSAO

Este estudo representa a primeira abordagem focada no desenvolvimento e
validacdo de uma escala diagramatica destinada a avaliagdo da pinta preta em folhas de
pinha. Apesar de apresentar baixos niveis de severidade, a doenca pode alcancar uma
incidéncia potencial de 100% em condi¢des severas, o que pode comprometer
significativamente a produtividade, visto que a drea com sintomas visiveis representa
apenas um dos indicadores da doenga, ndo correspondendo a totalidade da area
colonizada. A érea colonizada ¢ maior, pois abrange o crescimento do fungo, tanto nas

regides intracelulares quanto intercelulares do tecido foliar, o que ndo ¢ detectavel a olho
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nu. A progressao da doenca resulta na queda das folhas infectadas, o que explica a
auséncia de areas maiores com sintomas visiveis em estagios avangados, assim como
ocorre com a ferrugem do cafeeiro, como descrito por Figueiredo et al. (2022).

A avaliagdo visual da severidade da pinta preta na pinha ainda ¢ limitada pela
escassez de estudos, dado que esta doenga ¢ pouco investigada, o que justifica a
necessidade de ferramentas padronizadas de monitoramento. A criagdo da escala
diagramatica neste estudo representa um avanco significativo, pois oferece uma
metodologia precisa para estimar a severidade da doenca de forma mais objetiva. A
implementagdo desta ferramenta auxiliara no monitoramento, visto que atualmente nao
ha nenhum método de avaliagdo padronizado para avaliagdo da pinta preta da pinha.
Contribuirad também para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes e
para a implementagao de medidas preventivas ou de controle, minimizando os impactos
da doenca na produgcdo de pinha, pois aumentard a confiabilidade dos estudos
epidemioldgicos e de manejo da doenga.

A escala diagrama (SAD) que foi desenvolvida ¢ considerada representativa, uma
vez que foi construida com base em amostras de folhas naturalmente infectadas em
condi¢des de campo, isentas de quaisquer outros danos que possam afetar a avaliagao.
Foi entdo estabelecido oito niveis de severidade (1,1% a 17,5%) para abranger a totalidade
da faixa de sintomas observados. Além disso, todas as diretrizes propostas nas praticas
para a validagdo de escalas diagramaticas foram rigorosamente seguidas (Del Ponte et al.
2017), sendo adotada uma representacao de folha de pinha com oito niveis de severidade
ilustrando as areas sintomaticas (pretas) e areas assintomaticas (cinzas).

Os resultados indicam que a escala diagramatica, desenvolvida para avaliar a
severidade da pinta preta da pinha, oferece uma ferramenta precisa e acurada para a
estimativa da severidade da doenca foliar causada por Cryptophyllachora sp.. A SAD
demonstrou um desempenho significativamente superior as avaliacdes realizadas sem o
auxilio da escala, proporcionando maior acurécia e precisao.

A andlise de regressao linear confirmou a eficacia da SAD, com melhor precisao
e acurdcia entre os avaliadores, o que ¢ evidenciado pela proximidade dos valores de

concordancia da inclinagdo (1) e do intercepto (0). Esses resultados corroboram outros
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estudos que destacam a importancia das escalas diagramaticas como ferramentas na
padronizacdo das avaliagcdes de diversos patossistemas, reduzindo a variabilidade entre
avaliadores, como cancro do caule (Neoscytalidium dimidiatum) na pitaya (Dutra et al.
2024), ferrugem (Hemileia vastatrix) no café (Figueiredo et al. 2022), estria bacteriana
foliar (Xanthomonas vasicola) no milho (Braga et al. 2020), mancha-alvo (Corynespora
cassiicola) no algodao (Fantin et al. 2018), mancha angular (Pseudocercospora griseola)
em feijao (Librelon et al. 2015).

A reducao significativa nos erros das estimativas, ao utilizar a SAD, reflete uma
melhoria na estimativa da severidade da doenca. Todas as estimativas da severidade
realizadas pelos avaliadores com o auxilio da SAD estavam mais proximas dos valores
reais, enquanto as avaliagdes sem o auxilio da escala apresentaram grande variagdo. Os
residuos sem o uso da escala variaram de —10 a 82,9, enquanto com o auxilio da escala,
essa amplitude foi reduzida significativamente, ficando entre —9,6 a 7. Isso demonstra que
a SAD nao s6 minimiza a tendéncia de superestimagdo ou subestimacdo dos sintomas
observados, mas, também, promove uma maior concordancia entre os avaliadores ¢ a
severidade real da doenca. Estes resultados sdo consistentes com outros estudos que
demonstram que amplitudes residuais mais baixas indicam melhor precisdo e eficacia de
escalas diagramadticas, pois reduz a variabilidade entre as avaliagdes (Nutter e Schultz
1995; Librelon et al. 2015; Camargo et al. 2019; Dias et al. 2022).

Esses resultados sdo consistentes com a literatura, que frequentemente destaca a
importancia das escalas diagramaticas na melhoria da precisdo das estimativas visuais
(Del Ponte et al. 2017; Pereira et al. 2020; Dias et al. 2022). A precisdo aprimorada,
proporcionada pela SAD, tem implicagdes praticas significativas, especialmente para
programas de manejo integrado de doencas, cuja avaliagdo acurada da severidade ¢
crucial para a tomada de decisdes eficazes de controle (Correia et al. 2017).

Embora as analises de regressdo linear sejam o método tradicionalmente
empregado para determinar a precisao € a acuracia das estimativas de severidade de
doengas em estudos de validagdo de escalas diagramaticas (Braga et al. 2020), tem-se
utilizado também o coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin (LCC). Este

coeficiente se destaca por oferecer uma medida integrada, avaliando simultaneamente a
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precisdo e a acuracia do grau de concordancia entre os avaliadores (Fantin et al. 2018;
Braga et al. 2020).

Portanto, o uso destes dois métodos em conjunto possibilita verificar com maior
confiabilidade os resultados provenientes do uso da escala diagramaticas. A analise
comparativa revelou que os dois métodos geraram resultados similares, o que atesta o
aprimoramento das avalia¢des de gravidade com o uso da escala SAD.

A aplicagdo da escala proposta resultou em uma reducao na amplitude dos valores
dos parametros de LCC entre os avaliadores. Essa menor variagdo indica uma maior
confiabilidade das estimativas. Sendo assim, a escala demonstrou sua eficacia ao
aprimorar as estimativas de concordancia entre os avaliadores, indicando que diferentes
avaliadores tendem a gerar resultados mais proximos ao analisar a mesma amostra.
Resultados similares foram encontrados em estudos anteriores, como os de Braga et al.
(2020) e Hilton et al. (2024).

Além disso, a maior precisao (r) foi observada com o uso da SAD, que atingiu
0,69, evidenciando a confiabilidade da escala como uma ferramenta indispensavel e
indicando que a ferramenta ndo apenas padroniza as avaliagdes, mas também reduz a
subjetividade inerente as estimativas visuais. Assim, a SAD desenvolvida neste estudo se
revela uma ferramenta valiosa para a avaliacao da severidade da pinta preta da pinha, com
aplicagdes praticas em estudos epidemioldgicos e no controle da doenga.

A escala diagramatica, desenvolvida para avaliar a severidade da pinta preta da
pinha, demonstrou ser uma ferramenta importante, pois elevou os niveis de exatidao e
precisdo das avaliacdes. A obtencdo precisa de dados de doengas € essencial para evitar
conclusdes equivocadas que possam resultar em decisdes de manejo inadequadas (Bock
et al. 2010). Além disso, a precisdo nas avaliacdes viabiliza o desenvolvimento e a
implementa¢do de novas técnicas de manejo, como a defini¢do do momento ideal para
aplicacdo de fungicidas.

Dessa forma, a implementa¢ao da escala diagramatica proposta tem o potencial
de contribuir com as avaliagdes da pinta preta em folhas de pinha, pois possibilita
melhorar a confiabilidade interavaliador e intravaliador, além de aumentar a precisdo das

medi¢des.
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5.5 CONCLUSOES

Neste estudo, a aplicacdo da escala diagramatica, desenvolvida para avaliar a
severidade da pinta preta em plantas de pinha, mostrou ser uma ferramenta eficaz e
confiavel. A escala proposta permitiu uma avaliagdo mais precisa, exata e reprodutivel da
doenca, melhorando significativamente a acuracia das estimativas realizadas.

Isto destaca a escala como uma ferramenta valiosa para o manejo fitossanitario da
cultura da pinha, contribuindo para diagndsticos mais confidveis e estratégias de controle
mais eficazes, beneficiando produtores e pesquisadores na mitigagdo dos impactos

causados por Cryptophyllachora sp..
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A etiologia da doenca foi esclarecida, revelando que a pinta preta em Annona
squamosa € causada por uma nova espécie de Cryptophyllachora. Esta descoberta ¢ um
marco cientifico, representando o primeiro registro mundial deste género em uma
anonacea.

Através de andlises filogenéticas multigenéticas (ITS, LSU e SSU), o patogeno
foi posicionado na ordem Chaetosphaeriales, modificando identificagcdes histdricas
baseadas apenas em morfologia, que o associavam a ordem Phyllachorales.

A investiga¢do histopatologica demonstrou que o fungo possui alta viruléncia,
realizando uma colonizagdo de toda a area foliar que atinge os tecidos vasculares (xilema
e floema). Essa invasdo vascular justifica o colapso estrutural, a necrose severa ¢ a
desfolha observada no campo.

O patogeno apresenta um ciclo completo com a coexisténcia de fases assexuadas
(picnidios) e sexuadas (peritécios). A liberacao de esporos ocorre via cirros.

Embora a pinha ative mecanismos de defesa, como o acumulo de compostos
fenolicos, estes mostraram-se insuficientes para conter o avango do fungo.

A escala diagramatica desenvolvida mostrou-se uma ferramenta eficaz e
confiavel, elevando significativamente a acurdcia, precisdo e reprodutibilidade das
avaliacdes de severidade da doenga.

Estas conclusdes fornecem a base cientifica essencial para o desenvolvimento de

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