Mechanism of infection of Colletotrichum spp. on feijoa flowers
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Resumo: Feijoa sellowiana (O. Berg) O. Berg (Myrtaceae), popularmente conhecida como goiabeira-serrana
ou feijoa, € uma frutifera nativa do sul do Brasil e Uruguai e seus frutos apresentam grande potencial
econdmico e alimenticio. Considerando a necessidade da boa aparéncia do fruto para comercializagao, as
doengas sdao um problema na producgédo, pois interferem na qualidade e podem inviabilizar o consumo dos
frutos in natura. Nesse sentido, a principal doenga que atinge pomares de goiabeira-serrana e que pode levar
a consideraveis perdas nas fases pré e pos-colheita € a antracnose, causada por fungos do género
Colletotrichum. Os conhecimentos acerca das relagdes patégeno-hospedeiro, através da elucidagdo do(s)
mecanismo(s) de infecgdo de Colletotrichum spp. nas cultivares de interesse comercial sdo fundamentais
para o estabelecimento de estratégias eficientes para o controle da antracnose. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo verificar a incidéncia de Colletotrichum spp. em flores de goiabeira-serrana de
quatro cultivares em diferentes estagios fenolégicos de florescimento e constatar se 0 mecanismo de infecgao
deste patdgeno ocorre de maneira sistémica, via estruturas florais. Para a analise, foram selecionadas
aleatoriamente 10 plantas adultas, das quais foram coletadas 100 flores para cada um dos estagios
fenoldgicos de floragéo: B, E, F, e H por cultivar (“Alcantara”, “Helena”, “Mattos” e “Nonante”). As maiores
incidéncias média de Colletotrichum spp. ocorreram no ultimo estagio floral analisado (H). A incidéncia do
patégeno em flores de goiabeira-serrana indica que a infecgao do patdgeno ocorre de maneira sistémica via
pecas florais, desde a formacao do fruto.

Palavras-chave: Antracnose. Estruturas florais. Feijoa sellowiana. Incidéncia fungica.
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Abstract: Fejjoa sellowiana (O. Berg) O. Berg (Myrtaceae), popularly known as mountain guava or feijoa, is a
fruit native to southern Brazil and Uruguay and its fruits have great economic and food potential. Considering
the need for a good appearance of the fruit for commercialization, diseases are an obstacle to production, as
they interfere with quality and can make the consumption of fresh fruits unfeasible. In this sense, the main
disease that affects feijoa orchards and which can lead to considerable losses in the pre and post-harvest
phases is anthracnose, caused by fungi of the genus Colletotrichum. The knowledge about host-pathogen
relationships, by elucidating the mechanism(s) of infection of Colletotrichum spp. in cultivars of commercial
interest are fundamental for the establishment of efficient strategies for the control of anthracnose. In this
sense, the present study aimed to verify the incidence of Colletotrichum spp. in feijoa flowers of four cultivars
in different flowering phenological stages and see if the infection mechanism of this pathogen occurs
systemically, via floral structures. For the analysis, 10 adult plants were randomly selected, from which 100
flowers were collected for each of the flowering phenological stages: B, E, F, and H per cultivar (“Alcantara”,
“‘Helena”, “Mattos” and “Nonante”). The highest mean incidences of Colletotrichum spp. occurred in the last
analyzed floral stage (H). The incidence of the pathogen in feijoa flowers indicates that infection of the
pathogen occurs systemically via floral parts, since the formation of the fruit.
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1 Introdugao

A espécie Feijoa sellowiana (O. Berg) O. Berg, popularmente conhecida por feijoa, goiaba-serrana,
goiabeira-serrana, goiaba do campo ou goiaba da serra € uma espécie frutifera de grande interesse
econdmico e, por isso, estd em intenso processo de domesticagdo (Amarante et al., 2011). No Brasil, a
ocorréncia da goiabeira-serrana concentra-se nas regides fisiograficas da Serra do Sudeste, Planalto Médio e
Campos de Cima da Serra no Rio Grande do Sul, no Planalto Serrano Catarinense e Campos de Altitude do
Parana, onde habita a orla da mata e vegetagdes de fisionomia savanica (Wagner, 2020).

Além dos frutos, as pétalas das flores podem ser destinadas para consumo humano (decoragéo de
pratos, saladas, doces) em razdo do seu agradavel sabor e seu colorido intenso. As flores sdo formadas por
quatro pétalas subcarnosas, avermelhadas por dentro e cerosas por fora, estames de cor escarlate, saindo
até 2 cm acima da flor e estigma ligeiramente engrossado (Souza, 2016).

Os principais prejuizos para a cultura, considerando o aspecto fitossanitario, sdo decorrentes da
antracnose, doenga fungica causada por espécies dos complexos Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum acutatum e Colletotrichum pseudoacutatum (Fantinel, 2020). Fungos do género Colletotrichum,
além de infectarem os frutos, sao responsaveis pela podriddo do pedunculo e podem gerar perdas de até
100% em plantas em plena frutificacdo (Araujo & Pinto, 2018).

Fantinel et al. (2017a) identificaram Colletotrichum siamense patogénico a goiabeira-serrana causando
manchas nos frutos de coloragdo escuras bem definidas de formato irregular que, apés aumentarem de
tamanho, se tornaram deprimidas e coalescidas, levando os frutos ao apodrecimento e, consequentemente,
ocasionando diminuicdo de produtividade nos pomares.

Uma das caracteristicas importantes de Colletotrichum spp. € a sua capacidade de sobreviver em
estado de quiescéncia nas flores e nos frutos. A ocorréncia e a manutengédo do patdégeno em quiescéncia
sobre o hospedeiro ou dentro do mesmo indicam um equilibrio dindmico entre hospedeiro, patégeno e meio
ambiente (Jarvis, 1994).

Conforme descrevem Agarwal e Sinclair (1996), a infecgdo de um patégeno em um determinado
hospedeiro pode ocorrer principalmente através de duas maneiras: a) infecgdo local - via pericarpo e
tegumento (no fruto) ou b) via sistémica - através da flor, tanto através do sistema vascular pelo pedicelo, ou
pela colonizagdo de estigmas, seguindo até a semente via tubo polinico. Considerando a goiabeira-serrana,
nao se conhece, até o momento, o mecanismo de infecgdo de Colletotrichum spp., a despeito do que ocorre
com a goiaba-comum (Psidium guajava L.), onde a penetragdo de Colletotrichum spp. ocorre tanto via
ferimentos no fruto como também pela cavidade floral (Junqueira et al., 2001).
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Estudos que envolvam o processo infeccioso de Colletotrichum spp., poderdo ajudar no
desenvolvimento de estratégias eficientes de controle da antracnose em pomares de goiabeira-serrana de
modo a evitar que os danos, em decorréncia da doenca, resultem na erradicacao desta cultura que, cultivada
em pequenas propriedades, apresenta grande importancia social e econdmica nas regides em que seu
plantio é difundido.

Nesse sentido, buscou-se através do presente estudo, verificar a incidéncia de Colletotrichum spp. em

flores de goiabeira-serrana das quatro cultivares comerciais: “Alcantara”, “Helena”, “Mattos e “Nonante” em
quatro estagios fenoldgicos de florescimento e constatar se o mecanismo de infecgdo deste patdgeno
acontece de maneira sistémica, via estruturas florais.

2 Material e Métodos

Foram coletadas flores sadias, sem sintomas de antracnose, na safra de 2017/2018 das quatro
cultivares com potencial comercial: “Alcantara”, “Helena”, “Mattos” e “Nonante” nos dois Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG) de goiabeira-serrana existentes no Brasil. Os BAG’s pertencem a EPAGRI e estéo
localizados no municipio de Sao Joaquim (SC), localizado em uma altitude de 1415 m, latitude 28° 17’ 25” S e
longitude 49° 56’ 56” W e no municipio de Lages (SC) com altitude de 926 m, latitude 27°48'27.6"S e
longitude 50°19'46.3"W.

Em cada pomar das estagdes experimentais da EPAGRI dos municipios de Lages/SC e Séao
Joaquim/SC, foram selecionadas aleatoriamente 10 goiabeiras-serrana de cada cv.: “Alcantara”, “Helena”,
“‘Mattos” e “Nonante” onde foram coletadas 100 flores sem sintomas aparentes de antracnose nos estagios

fenoldgicos de florescimento B, E, F, e H (Ducroquet & Hickel, 1991) (Figura 1).

Figura 1. Estagios fenoldgicos de florescimento de goiabeira-serrana. B: Botao floral fechado, E: Desabrochar
das pegas florais, F,: Flor completa apds antese, H: Flor com estilete ja com pétalas caidas. Barra = 0,5 cm.

As amostras de flores foram avaliadas pelo método de “Blotter Test”, para isto, foram desinfestadas
através da imersao em solugéo de hipoclorito de sédio 2% e agua destilada e esterilizada por 1 min. (Poletto
etal., 2014).

Em seguida, as flores foram acondicionadas em caixas plasticas do tipo Gerbox (11,0 x 11,0 x 3,5 cm)
dispostas sobre papel-filtro umedecido em agua destilada e esterilizada.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e os tratamentos foram compostos pelos
estagios de desenvolvimento floral com 100 flores, divididas em quatro repeticbes de 25. As flores foram
incubadas e mantidas em camara de crescimento a 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas por um periodo de
sete dias (Poletto et al., 2014).

A avaliacdo foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico e Optico aos sete dias para a
visualizagao das estruturas do patégeno em qualquer parte da flor e a identificagdo do fungo foi realizada com
o auxilio da chave de identificagéo (Barnett e Hunter, 1999).

Fungos do género Colletotrichum foram contabilizados, expressos em porcentagem e transformados
por ARCSEN [(x+0,5)/(100)]2 para normalizagao, em seguida, submetidos a analise de variancia. Em caso
de significancia, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Para estas analises, utilizou-se o programa estatistico SISVAR verséo 5.6 (Ferreira, 2015).

3 Resultados e Discussao
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Foi possivel constatar a incidéncia de Colletotrichum spp. infectando flores de goiabeira-serrana nas
fases B, E, F, e H em ambos os locais de coleta (Lages e Sdo Joaquim). Considerando a procedéncia Lages,
a maior incidéncia média de Colletotrichum spp. ocorreu na cv. “Alcantara” independentemente do estagio
floral analisado (32,5%). O estagio B apresentou a menor incidéncia média de Colletotrichum spp. entre as
cultivares de goiabeira-serrana (3,25%), seguido dos estagios E e F, com 9 e 23,25%, respectivamente. O
estagio H diferiu dos demais nas duas procedéncias analisadas apresentando a maior incidéncia média de
Colletotrichum spp. (74,25%) (Tabela 1).

A menor incidéncia média de Colletotrichum spp. ocorreu para a cv. “Helena” independentemente do
estagio floral analisado (25%), seguido das cvs. “Mattos” e “Nonante” com 25,5 e 26,75%, respectivamente.

Tabela 1. Incidéncia (%) de Colletotrichum spp. em flores de goiabeira-serrana em diferentes estagios
fenoldgicos de florescimento oriundas de Lages (SC), submetidas ao teste de sanidade através do método de
“Blotter Test”.

. . . Cultivares -
Estagios Florais Helena Mattos Nonante Alcantara Média
B 5,0 Ac* 3,0 Ac 0,0 Bd 5,0 Ac 3,2
E 8,0 Ac 7,0 Ac 9,0 Ac 12,0 Ab 9,0
F, 25,0 Ab 16,0 Bb 29,0 Ab 23,0 Ab 23,2
H 62,0 Ba 76,0 Ba 69,0 Ba 90,0 Aa 74,2
Média 25,0 25,5 26,7 32,5
CV (%) 25,0

* Médias seguidas por mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Da mesma maneira, quando foram analisadas flores coletadas no municipio de Sdo Joaquim, a cv.
“Alcantara” apresentou maior incidéncia média de Colletotrichum spp. independentemente do estagio floral
analisado (38%), enquanto a cv. com menor incidéncia média de Colletotrichum spp. foi “Mattos” (26,5%),
seguida de “Nonante” e “Helena”. O estagio H diferiu dos demais em todas as procedéncias analisadas com
incidéncia média de (88%) (Tabela 2).

Tabela 2. Incidéncia (%) de Colletotrichum spp. em flores de goiabeira-serrana em diferentes estagios
fenoldgicos de florescimento oriundas de Sao Joaquim (SC), submetidas ao teste de sanidade através do
método de “Blotter Test”.

Cultivares

Estagios Florais Helena Mattos Nonante Alcantara Média
B 5,0 Ac* 0,0 Bc 2,0 Ab 2,0 Ac 2,2
E 9,0 Ac 6,0 Bb 10,0 Ab 14,0 Ab 9,7
F, 17,0 Bb 10,0 Cb 24,0 Bb 40,0 Ab 22,7
H 86,0 Aa 90,0 Aa 80,0 Aa 96,0 Aa 88,0
Média 29,2 26,5 29,0 38,0
CV (%) 36,0

* Médias seguidas por mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

A maior incidéncia média de Colletotrichum spp. em flores da cv. “Alcantara” pode estar relacionada
com o fato dessa cultivar ser suscetivel a antracnose quando comparada com as demais cultivares com
potencial comercial, conforme estudo realizado por Fantinel (2020).

Seguindo essa premissa, a cv. “Mattos” que apresentou a menor incidéncia média de Colletotrichum
spp. nas flores, foi a que se mostrou resistente a antracnose para C. nymphaeae, C. theobromicola, C.
fructicola e C. pseudoacutatum (Fantinel, 2020).

Considerando os estagios fenoldgicos de florescimento, as maiores infecgdes por Colletotrichum spp.
se deram no ultimo estagio floral analisado (H) para ambas as procedéncias (Lages e Sao Joaquim). Este
resultado, pode estar relacionado com o maior tempo de permanéncia dessas flores (em estagio mais
avangado de florescimento) nos locais de coleta.

O processo de infecgcdo de Colletotrichum spp. pode ocorrer durante o periodo de floragdo onde
pétalas e anteras séo infectadas e o patégeno passa a se desenvolver até atingir as sépalas e o receptaculo.
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Como estas partes florais estdo diretamente em contato com os frutos, acabam infectando-o e
provocando seu apodrecimento nas fases pré e pds-colheita.

Poletto et al. (2014) em estudo conduzido com fungos associados a flores de nogueira-peca (Carya
illinoinensis), evidenciaram a importancia do conhecimento dos patdégenos que se associam com as flores, na
medida que os mesmos podem infectar os frutos, e levar a perdas diretas na producéo.

De fato, em varios outros patossistemas, as flores sdo consideradas porta de entrada de muitos
patdégenos, que posteriormente, podem infectar os frutos. Como ocorre nos citros (Citrus spp.) onde a
ocorréncia da podridao floral dos citros (PFC), causada pela infecgéo de flores por Colletotrichum acutatum,
acarreta a abscisao de frutos jovens (Silveira et al., 2016).

Segundo Serra et al. (2011), que estudaram a antracnose em mangueira (Mangifera indica L.), os
periodos criticos de infecgao de Colletotrichum spp. correspondem justamente as fases de florescimento. Em
inflorescéncias, os sintomas se iniciam com pontuagdes escuras, que se tornam alongadas e profundas e
provocam a morte de flores e queda de frutos.

Na cultura do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.), a incidéncia de Colletotrichum spp. em flores
acarreta uma doenga conhecida como flor preta. Os sintomas em condi¢gdes de campo sido a necrose
progressiva dos pedunculos e demais partes dos 6rgaos florais, culminando com a seca e morte das flores.
Os frutos pequenos e em crescimento também podem ser atacados adquirindo coloragéo escura e tornam-se
mumificados (Wilson et al., 1993).

Carvalho e Amaral (2018) identificaram Colletotrichum spp. associados a botdes florais de pequizeiro
(Caryocar Brasiliense), causando lesdes necroéticas nas flores, tornando inviavel a produgao de frutos. Fischer
et al. (2019) em estudo de epidemiologia em abacateiro (Persea americana), detectaram apds cinco dias de
incubacao, acérvulos e conidios de Colletotrichum spp. causando lesdes tipicas de antracnose, abortamento
de flores e infecgdes quiescentes em abacates.

No presente trabalho, no momento da coleta, nenhuma flor de goiabeira-serrana apresentava sintoma
aparente de antracnose. No entanto, como o patégeno foi identificado posteriormente em testes laboratoriais,
pode-se inferir que ele se encontrava em periodo de quiescéncia/laténcia ou ainda de maneira endofitica.

Fungos do género Colletotrichum sao comumente conhecidos por apresentar esse tipo de estratégia
(Delgado Méndez, 2016). Nao se tem conhecimento a respeito do tempo de duragédo da fase de quiescéncia
em flores e frutos de goiabeira-serrana. Para a cultura da maga (Malus spp.), a fase quiescente de
Colletotrichum spp. que infecta flores pode variar de duas a trés semanas, enquanto para os frutos, essa fase
pode durar varios meses (Delgado Méndez, 2016).

De acordo com Moraes et al. (2015), as etapas iniciais da infecgao pelas espécies de Colletotrichum
séo bastante similares. Primeiramente, o conidio aderido a superficie do hospedeiro germina, o tubo
germinativo cresce e se desenvolve formando um micélio que forma um conidio secundario ou apressorio.
Esta forma um ‘peg’ de penetragdo que invade diretamente a cuticula e a parede das células. Ha dois tipos de
estratégias de colonizagdo por espécies de Colletotrichum: intracelular hemibiotréfico e subcuticular-
intramural necrotréfico. Os patégenos com estratégia intracelular hemibiotréfica invadem as células por um
periodo curto mantendo-as vivas, aparentemente, para a sua nutricdo, e entdo convertem para a fase
necrotrofica, matando a célula (Perfect et al., 1999).

Pode-se inferir que no presente trabalho, na medida em que o patégeno encontrou condi¢des
favoraveis de temperatura e umidade para seu desenvolvimento (condigées de incubagéo), o periodo de
laténcia foi superado e 0 mesmo passou a apresentar os seus sinais.

A infeccao de Colletotrichum spp. em flores de goiabeira-serrana das cvs. “Alcantara”, “Helena”,
“Mattos” e “Nonante” foi confirmada pela sua esporulacdo em pétalas, ovario, 6vulos e estames em flores nos
estagios E e F, aos sete dias de incubagédo. No estagio H de fenologia floral foi verificada a presencga de
Colletotrichum spp. infectando os estiletes bem como sépalas e os frutos formados (Figura 2).
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Figura 2. Incidéncia de Colletotrichumspp. em flores de goiabeira-serrana em estagio H de fenologia floral. A:
Infecgao de Colletotrichum spp. em sépalas e estilete de flores. B/C/D: Incidéncia de Colletotrichum spp. em
frutos, no detalhe os pontos alaranjados sao acérvulos de Colletotrichum spp.. Barra = 0,5 cm.

Flores nestas condigdes, possivelmente ndao produzirdo frutos, ou mesmo que haja produgao, os
mesmos ndo serao saudaveis. Os mesmos sintomas presentes nas flores apresentadas na Figura 2 foram
descritos por Blood et al. (2015), que confirmaram a infecgao de Colletotrichum spp. em flores de caquizeiro
das cvs. “Fuyu” e “Kakimel” através da esporulagdo em ovarios e na base das sépalas.

O conhecimento acerca do mecanismo de infecgdo de Colletotrichum spp. em goiabeira-serrana &
fundamental e auxilia no desenvolvimento de estratégias de controle da antracnose uma vez que os sintomas
causados por este patdgeno se desenvolvem principalmente em pés-colheita (com o fruto maduro), mas
refletem, todavia, os fatores que ocorreram em pré-colheita, como, por exemplo, os tratos culturais
incorretos.

E importante salientar que segundo Fantinel et al. (2017¢) a principal forma de propagagao de goiaba-
serrana é via sexuada (seminal), principalmente quando as mudas sao utilizadas para a produgéo de porta-
enxertos na qual sdo enxertadas as cvs. de interesse comercial.

Considerando que a infecgdo de Colletotrichum spp. em goiabeira-serrana ocorre de maneira
sistémica, via estruturas florais, e que em estudos anteriores Fantinel et al. (2017b) constataram a
transmissao deste patdégeno via semente para plantula, € provavel que este fungo infecte as sementes ja no
processo de formacgao delas, através dos dvulos. No entanto, o sucesso de Colletotrichum spp. como agentes
patogénicos é determinado, quase exclusivamente, pelo modo como infectam e colonizam os tecidos
hospedeiros. Os seus modos de acido sdo muito variaveis, indo desde o endofitico até ao necrotréfico e tém
sido alvo de extensas revisdes (De Silva et al., 2017).

Uma vez que o ciclo de vida de Colletotrichum spp. em goiabeira-serrana ndo é bem esclarecido
(Araujo e Pinto, 2018), sugere-se, com o presente estudo, que a fonte indculo de Colletotrichum spp. em
pomares de goiabeira-serrana, em area sem historico de ocorréncia da antrachose, pode ser proveniente de
sementes infectadas pelo patégeno através das estruturas florais (Figura 3a e 3b).

Na fase de floragdo, as flores podem ser infectadas e permanecer infectadas assintomaticamente
desde os estadios iniciais de floracdo até ao desenvolvimento dos frutos. E possivel que isolados de
Colletotrichum spp. estejam presentes no calice, pétalas, estames e pistilo das flores, sendo capazes de
esporular (Figuras 2 e 3).

Nas areas onde ja ocorreu a doenga, a fonte de inéculo primario pode ser o préprio solo ou restos de
cultura, como frutos infectados ou mumificados (Figura 3e e 3f), onde o patdégeno consegue sobreviver por
um longo periodo. Com o desenvolvimento da doenga, as mudas infectadas, as flores e os frutos mumificados
servirdo como fonte de indculo para outras plantas (Figura 3b, 3d e 3f)
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Figura 3. Ciclo da antracnose em Feijjoa sellowiana (O. Berg) O. Berg. causada por Colletotrichum spp.

A disseminagao do patégeno pode ser rapida quando nao é feito o controle efetivo da doenga. Nesse
sentido, a utilizacdo de métodos culturais, através da remocéao de flores e frutos doentes/mumificados, pode

reduzir a presséo do indculo dentro dos pomares.
Enfim, o conhecimento acerca da variabilidade dos isolados de Colletotrichum predominantes em

goiabeira-serrana, através da analise multigénica, bem como a utilizagéo de cultivares preferenciais do ponto
de vista fitossanitario sdo fundamentais, pois fornecem subsidios para a construcdo de modelos
epidemiolégicos mais detalhados que possam, em breve, ser aplicados por melhoristas para a implementacgao
de estratégias de controle da doencga.

5 Concluséao
O mecanismo de infecgdo de Colletotrichum spp. ocorre de forma sistémica via estruturas florais,

O estagio H de fenologia floral apresentou a maior incidéncia de Colletotrichum spp,
As cvs. “Alcantara” e “Mattos” apresentaram a maior € a menor incidéncia média de Colletotrichum

spp. respectivamente.
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