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RESUMO

PINHEIRO, Cassia Cristina Chaves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
abril de 2022. Etiologia do mofo cinzento em feijoa no Brasil. Orientador:
Gleiber Quintdo Furtado. Coorientadora: Daiana Maria Queiroz Azevedo.

Acca sellowiana (Myrtaceae), também conhecida como feijoa, € uma espécie
frutifera nativa do Brasil e Uruguai. A produgéo comercial da feijoa no Brasil ainda
€ impactada pela sua suscetibilidade a doencas, como por exemplo o mofo
cinzento em flores e frutos. Com intuito de avaliar a etiologia do mofo cinzento
em feijoa no Brasil, 14 isolados de Botrytis foram obtidos a partir de flores
sintomaticas entre 2020 e 2021. Foi determinado, por meio de analises
filogenéticas dos genes gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PDH),proteina
de choque térmico 60 (HSP60) e RNA polimerase dependente de DNA
subunidade Il (RPB2) e caracterizacdo morfoldgicas, que nove isolados
pertenceram a espécie Botrytis cinerea e cinco a Botrytis pseudocinerea. Para
confirmacao da patogencidade das espécies de Botrytis, dois isolados de cada
espécie foram inoculados em flores e frutos das cultivares Helena, Mattos,
Nonante, Alcantara e Pierre. A inoculagdes em flores foram realizadas em
pomares, por isso devido as condigdes climaticas extremas, nao foram
observados sintomas. Os isolados de B. cinerea e B. pseudocinerea foram aptos
a causar sintomas em frutos das diferentes cultivares de feijoa, com
agressividade das espécies fungicas variando em fungéo da cultivares. Por meio
de inoculagdes foi demonstrado que flores de violeta e frutos de maga, pera, kiwi
e goiaba sado potenciais 6rgaos hospedeiros de B. pseudocinerea. Este é o
primeiro relato de ocorréncia das espécies B. cinerea e B. pseudocinerea de
forma simpatrica em pomares de feijoa no mundo. A definicdo da etiologia da
doenca mofo cinzento em feijoa proporcionara o aprimoramento das estratégias
de manejo.

Palavras-chave: gama de hospedeiros, espécies cripticas, Botrytis cinerea,
Botrytis pseudocinerea.



ABSTRACT

PINHEIRO, Cassia Cristina Chaves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May, 2022. Etiology of feijoa gray mold in Brazil. Advisor: Gleiber Quintdo
Furtado. Co-advisor: Daiana Maria Queiroz Azevedo.

Acca sellowiana (Myrtaceae), also known as feijoa, is a fruit species native to
Brazil and Uruguay. Commercial production of feijoa in Brazil is still impacted by
its susceptibility to diseases, such as gray mold on flowers and fruits. In order to
evaluate the etiology of feijoa gray mold in Brazil, 14 isolates of Botrytis were
obtained from symptomatic flowers between 2020 and 2021. It was determined,
through phylogenetic analyzes of the genes Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (G3PDH), Heat shock protein 60 (HSP60) and RNA polymerase
Il gene (RPB2) and morphological characterization, that nine isolates belonged
to Botrytis cinerea and five to Botrytis pseudocinerea. To confirm the
pathogenicity of Botrytis species, two isolates of each species were inoculated
into flowers and fruits of cultivars Helena, Mattos, Nonante, Alcantara and Pierre.
Flower inoculations were carried out in orchards, so due to extreme weather
conditions, no symptoms were observed. The isolates of B. cinerea and B.
pseudocinerea were able to cause symptoms on fruits of different feijoa cultivars,
with aggressiveness of the fungal species varying in function of the cultivars.
Through inoculations, it was demonstrated that violet flowers and apple, pear,
kiwi and guava fruits are potential host organs for B. pseudocinerea. This is the
first report of the occurrence of the species B. cinerea and B. pseudocinerea in
sympatry in orchards of feijoa in the world. These findings on the etiology of gray
mold in feijoa will be useful to improve disease management strategies.

Keywords: Host range, cryptic species, Botrytis cinerea, Botrytis pseudocinerea.
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INTRODUGCAO GERAL

Acca sellowiana (Berg.) Burret (= Feijoa sellowiana Berg), comumente
chamada de feijoa, goiabeira-serrana, goiaba do mato e araca do rio grande, é
uma espécie que pertence a familia Myrtaceae, a qual abriga diferentes frutiferas
distribuidas em 121 géneros (Farias et al., 2020; Mattos, 1986).

A feijoa ocorre naturalmente em remanescentes florestais e em campos
de altitude nos planaltos do Sul do Brasil e Nordeste do Uruguai (Parra-Coronado
e Fischer, 2013). No Brasil, ela apresenta uma boa adaptabilidade a condi¢des
de clima frio, ocorrendo com maior frequéncia em areas com altitudes superiores
a 900 metros (Wagner et al., 2020). Entretanto, a espécie foi introduzida em
ambientes diferentes daqueles em que ocorrem naturalmente (Moretto et al.,
2014), a exemplo Colbmbia e Nova Zelandia. Nesses paises, a feijoa €
amplamente cultivada devido a existéncia de clones com caracteristicas fisico-
quimicas adequadas ao mercado consumidor (Schotsmans et al., 2011).

A planta possui crescimento perenifolio, tronco ramificado e pode atingir
entre dois a seis metros de altura. Seu fruto é classificado como pseudofruto do
tipo pomo, com comportamento climatérico, e se assemelha em aparéncia,
tamanho e textura ao da goiabeira (Psidium guajava). Entretanto, € bastante
aromatico e possui sabor acido adocicado singular. Tais caracteristicas
contribuiram para sua comercializacdo em diversas regides do mundo. E em
relacdo ao seu consumo, ele pode ser in natura ou como base para alimentos
processados (Amarante e Santos, 2011).

Os frutos também apresentam propriedades nutracéuticas relacionadas a
acao antitumoral, antioxidante, hepatoprotetora e gastroprotetora (Karami et al.,
2013; Monforte et al., 2014), além de importante fonte de vitamina C (Amarante
et al., 2017) e minerais (Amarante et al., 2018). Adicionalmente, devido a
arquitetura da copa e beleza de suas flores, a feijoa apresenta forte potencial
para uso ornamental e paisagistico. A espécie também tem sido recomendada
para restauracao de ecossistemas degradados devido a atratividade dos seus
frutos e flores para a fauna (Amarante et al., 2017).

Apesar da feijoa ser nativa e ter um consideravel potencial econémico, o

cultivo comercial no Brasil € recente e sé foi possivel a partir da domesticagao



da espécie (Moretto et al., 2014). Dessa forma, atualmente, o Brasil € importador
de feijoa da Colémbia (Nava et al., 2016).

A producao comercial da feijoa no Brasil ainda é impactada pela sua
suscetibilidade a doencas e, principalmente, devido a auséncia de um manejo
consolidado para as principais doengas. Sendo assim, usualmente, o controle de
doengas baseia-se em produtos registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para doencas similares que ocorrem em
plantas perenes, incluindo fruteiras de clima temperado (Araudjo e Pinto, 2018),
pois ndo existem produtos regristados para essa cultura. No Brasil, dentre os
principais patégenos que podem acometer a cultura da feijoa, destacam-se os
fungos Colletotrichum spp. (Andrade e Ducroquet, 1993; Lopes, 2013),
Phyllachora feijoae (Costa et al., 2012), Botritis cinerea ( Santos et al., 2012) e
Botrytis pseudocinerea (Azevedo et al., 2020).

As espécies de Botrytis sao necrotréficas, cosmopolitas e causam
doengas economicamente importantes em cerca de 600 géneros de plantas,
compreendendo mais de 1.400 espécies de plantas hospedeiras
monocotiledéneas e dicotiledéneas (Elad et al. 2016). Dessa forma, podem
infectar frutiferas, horticolas, ornamentais (Dean et al., 2012) e espécies
florestais como eucalipto (Alfenas et al., 2009). Os sintomas podem ser
expressos na forma de deterioracéo de flores, apodrecimento de frutos e brotos,
manchas foliares, tombamento em plantulas, cancros em caules, peciolos e
hastes, bem como podriddes, sendo mais destrutivo em tecidos maduros ou
senescentes (Staats et al., 2005; Tofoli et al., 2011; Fillinger e Elad, 2016).

Geralmente, Botrytis spp. produzem uma grande quantidade de micélio
acinzentado, formados por hifas e conidi6éforos ramificados, possuindo no apice
conidios unicelulares, ovoides, incolores ou acinzentados. Além disso, essas
espécies podem produzir estruturas de sobrevivéncia compactas, irregulares e
de coloracédo negra denominadas esclerédios, em tecidos da planta infectados
ou mortos pelo patégeno (Tofoli et al., 2011). Os esclerédios sdo capazes de
produzir hifas infectivas e conidios, que podem penetrar através da superficie
intacta do hospedeiro. Em condi¢des especificas, o esclerédio pode produzir
apotécio dos quais se originam esporos sexuais, 0os ascésporos (Tofoli et al.,
2011; Hahn, 2014).



Desde a descricao inicial do género em 1729, 38 espécies filogenéticas
foram reconhecidas em Boftrytis (Yohalem et al.,, 2003; Staats et al.,2005 ;
O'Gorman et al., 2008; Zhang et al., 2010, 2016; Walker et al., 2011; Li et al.
2012; Zhou et al., 2014; Ferrada et al., 2016; Liu et al.,2016; Saito et al., 2016;
Garfinkel et al., 2017; Rupp et al., 2017; Harper et al., 2019). Dentre elas, a
espécie Botrytis cinerea foi determinada a espécie-tipo do género (Garfinkel,
2021)

Botrytis cinerea possui uma significativa diversidade genética e diversos
estudos mostraram que esse fungo existe dentro de um complexo de espécies
morfologicamente cripticas (Complexo de Espécies Botrytis cinerea — CEBC)
(Walker et al., 2011). Além de B. cinerea, dentro do complexo foram descritas
mais quatro espécies cripticas, B. pseudocinerea, em uvas na Franca (Walker et
al., 2011), B. sinoviticola, em uvas na China (Zhou et al., 2014), B. californica,
em uvas e mirtilos na Califérnia (Saito et al., 2016), e B. medusae em uvas para
vinho na Australia (Harper et al., 2019). As espécies que compdem o complexo
possuem caracteristicas morfoldégicas semelhantes e ocorrem em simpatria. Por
outro lado, elas podem diferir em relacao a ecologia, preferéncias de hospedeiro
e em seu perfil de resisténcia a fungicidas, sendo B. cinerea mais vulneravel ao
desenvolvimento de resisténcia (Walker, 2016).

Diante das similaridades biolégicas e morfolégicas entre diversas
espécies de Botrytis, a identificacdo em nivel de espécie vem sendo determinada
a partir de abordagem polifasica. Em relacao as analises filogenéticas, os genes
codificadores de proteinas gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PDH),
proteina de choque térmico 60 (HSP60) e subunidade Il da polimerase de RNA
dependente de DNA (RPB2) tém sido os mais eficientes para delimitacdo e
separacao das espécies (Staats et al., 2005).

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo reavaliar a
etiologia do mofo cinzento em feijoa no Brasil. Para isso, ao longo dos anos de
2021 e 2022, isolados de Botrytis foram obtidos a partir de flores sintomaticas no
estado de Santa Catarina e identificados por meio de analise filogenética
multilocus e morfolégica com intuito do aprimoramento das estratégias de

manejo.
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CAPITULO |
ETIOLOGIA DO MOFO CINZENTO EM FEIJOA NO BRASIL
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INTRODUCAO

Acca sellowiana (Myrtaceae), comumente conhecida como feijoa, € uma
espécie frutifera nativa do Brasil e Uruguai. A planta, com copa densa e baixa,
pode atingir até quatro metros de altura. No Brasil, seu florescimento e
amadurecimento de frutos ocorre, respectivamente, entre meses setembro-
novembro e janeiro-marco (Lorenzi, 1992; Moretto et al., 2014).

Os pomares comerciais de feijoa podem ser encontrados na regidao Sul do
Brasil, Colémbia, Franca, Israel, Itdlia, Estados Unidos, Nova Zelandia e Russia
(Amarante e Santos, 2011). Atualmente, a Colémbia € considerado o pais lider
no ranking de exportagao da fruta (Moreto et al., 2014).

No Brasil, o mofo cinzento em flores e frutos, causado por espécies de
Botrytis spp., ocorre com elevada frequéncia em pomares de feijoa. Os sintomas
da doenca em flores consistem em lesbes escuras que atingem todo o 6rgao,
tornando-os secos, mumificados e com coloracdo escura. Em frutos, a doenca é
observada em diferentes estadios fenologicos e também no armazenamento. Os
sintomas iniciam-se geralmente a partir das sépalas podendo evoluir para toda
a extensao do fruto (Araujo e Pinto, 2018).

Em relacao a etiologia do mofo cinzento em feijoa, apesar da doencga ter
sido atribuida inicialmente a B. cinerea, atualmente é sabido que tal fungo é
considerado uma espécie criptica do Complexo de Espécie Botrytis cinerea
(CSBC). Portanto, o CSBC, além de B. cinerea, abriga também as espécies B.
pseudocinerea, B. sinoviticola, B. californica e B. medusae (Walker et al., 2011;
Zhou et al. 2014; Saito et al, 2016; Harper et al, 2019). Apesar destas espécies
possuirem caracteristicas morfolégicas bastante similares, elas podem diferir em
outros aspectos, como agressividade e resisténcia a fungicidas (Walker et al.,
2011). Dessa forma, a identificacdo de Botrytis em nivel de espécie torna-se
importante especialmente para a determinacao de estratégias de manejo, pois a
biologia e epidemiologia das espécies sao similares. Portanto, considerando o
aumento do numero de espécie de Botrytis, novas pesquisas tornam-se
necessarias para aprimorar o manejo do mofo cinzento em sistemas agricolas
(Grafinkel, 2021).

Em relagdo a taxonomia molecular de Botrytis, a regido ITS foi apta a

confirmar a natureza monofilética do género e corroborar o relacionamento
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genético entre o estagio sexual (Botryotinia) e assexual (Botrytis), embora se
mostrou incapaz de separar as espécies devido a falta de loci informativos. No
entanto, 0 marco para taxonomia de Botrytis veio com a validacdo dos genes
housekeeping, G3PDH, HSP60 e RPB2, os quais se apresentaram como
filogeneticamente informativos (Staats et al., 2005).

Recentemente, em um estudo realizado com o intuito de avaliar a
prevaléncia das espécies de Botrytis no Brasil, foi revelado que B. cinerea é a
espécie predominante ao considerar diferentes hospedeiros e regides
geograficas, e que na populacdo do patégeno existe uma consideravel
diversidade genética. Entretanto, dentre os 56 isolados caracterizados, um deles
se diferenciou dos demais. O isolado obtido a partir de flor de feijoa com sintomas
de mofo cinzento, foi identificado como pertencente a espécie B. pseudocinerea.
O que consistiu no primeiro relato de ocorréncia desta espécie no Brasil
(Azevedo et al., 2020). Entretanto, apesar da identificacao de B. pseudocinerea
ter sido realizada por meio de técnicas acuradas, ela foi baseada em apenas um
isolado do patégeno. Dessa forma, considerando a necessidade de reavaliar a
etiologia do mofo cinzento em flores de feijoa no Brasil, 0s objetivos deste estudo
foram: (i) realizar uma ampla amostragem de isolados de Botrytis e identifica-los
por meio de analise filogenética e morfoldgica; (ii) realizar testes de
patogenicidade dos isolados em flores e frutos de diferentes cultivares de feijoa;
e (iii) avaliar os potenciais hospedeiros de B. pseudocinerea no Brasil.
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MATERIAL E METODOS
Obtencao dos isolados

Isolados de Botrytis foram obtidos, entre os anos de 2020 e 2021, a partir
de isolamentos realizados em flores de feijoa sintomaticas, provenientes do
banco ativo de germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao
Rural de Santa Catarina — EPAGRI, localizada em Sao Joaquim, estado de Santa
Catarina. Os isolados foram obtidos de forma indireta. Portanto, osconidios
foram transferidos, em condi¢oes assépticas, para placas de Petri contendo meio
de cultura BDA (batata dextrose agar).

Os isolados foram cultivados em meio BDA para obtengdo de culturas
monospoéricas e, em seguida, as culturas obtidas foram armazenadas na colecao
de cultura Octavio Almeilda Drumont (COAD) localizada na Universidade Federal
de Vigosa—UFV.

Extracao de DNA, PCR e sequenciamento

Para a extracao de DNA, culturas monospoéricas foram repicadas para
meio BD (batata dextrose) e armazenadas em camara de crescimento sob
temperatura de 20 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds trés dias, o micélio foi
seco em temperatura ambiente por 12 horas sobre papel filtro esterilizado.

A partir do micélio seco, o DNA gendmico total de cada isolado foi extraido
utilizando-se o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, WI,
EUA), de acordo com o protocolo de extragdo do fabricante. A qualidade e a
quantidade do DNA extraido foram estimadas utilizando o espectrofotometro
Nanovix e a concentragdo de DNA ajustada para 30 ng L.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando as
sequéncias parciais dos genes nucleares codificadores de gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (G3PDH), proteina de choque térmico 60 (HSP60) e RNA
polimerase dependente de DNA subunidade Il (RPB2) por meio dos pares de
primers G3PDHfor / G3PDHrev, HSP60for / HSP60rev e RPB2for / RPB2rev,
respectivamente (Staats et al., 2005). As reacdes e condi¢cdes de amplificacdo
foram procedidas conforme descrito por Staats et al. (2005), mas com
temperaturas de anelamento de 55 °C para GAPDH, 54,3 °C para HSP60, e 49
°C para RPB2 (Ferrada et al., 2016). Os produtos de genes amplificados foram
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confirmados por eletroforese em um gel de agarose a 2 %. Posteriormente, foram

purificados e enviados para Macrogen Inc. (Seul, Coréia) para sequenciamento.

Analises filogenéticas

Para analises filogenéticas, sequéncias génicas parciais de G3PDH,
HSP60 e RPB2 dos 14 isolados de Botrytis coletados neste estudo e 118 taxons,
representando 38 espécies reconhecidas de Botrytis foram incluidos no
alinhamento. Sclerotinia sclerotiorum e Monilinia fructigena foram incluidos na
analise filogenética como grupo externo (Tabela suplementar 1).

As sequéncias consenso foram montadas utilizando a versao gratuita do
software DNA Dragon e posicoées ambiguas foram resolvidas manualmente, a
partir da comparacdo das fitas senso e antisenso. A sequéncia consenso,
representativa de cada isolado, foi utilizada para identificagéo preliminar através
da ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLASTn) mantida pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

Alinhamentos individuais foram realizados para cada regido génica em
estudo, usando a ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004) implementado no
programa Aliview (Larsson, 2014) e a qualidade do alinhamento foi corrigida
manualmente. Os alinhamentos concatenados foram gerados por meio do
software SequenceMatrix ver. 1.8 (Vaidya et al., 2011).

Reconstrucdes filogenéticas com base nos genes individuais e
concatenados foram realizadas através de analises de Maxima Verossimilhanca
(Maximum Likelihood - ML), Inferéncia Bayesiana (Bl) e de Maxima Parciménia
(MP).

As arvores geradas pela reconstrucao de ML foram obtidas utilizando o
método RAXML-HPC ver. 8.2.12 (Stamatakis, 2016), ferramenta implementada
no portal CIPRES Science Gateway (Miller; Pfeiffer; Schwartz, 2010). A
reamostragem de bootstrap foi definida para realizar 1000 bootstrap, buscando
avaliar a estabilidade das arvores inferidas e definir a melhor arvore.

A andlise de Bl para reconstruir a arvore filogenética foi realizada
empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). O modelo de
substituicdo de nucleotideos que melhor representou os alinhamentos foi para
G3PDH (SYM+1+G), HSP60 (GTR+I+G) e RPB2 (GTR+1+G). Os modelos foram



calculados utilizando o software MrModelTest v. 2.3 (Nylander, 2004) de acordo
com Akaike Information Criterion (AIC).

Para BIl, as analises filogenéticas dos alinhamentos individuais e
concatenados, foram realizadas no portal CIPRES (Miller; Pfeiffer; Schwartz,
2010), usando MrBayes v.3.2.7a (Ronquist et al., 2012). As cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC) foram executadas simultaneamente a partir de arvores
aleatérias por 10.000.000 de geracdes. As arvores foram amostradas a cada
milésima geracao para um total de 10.000 arvores.

Na andlise de MP, a busca por topologias foi realizada por meio da
utilizagdo do programa MEGA X (Kumar et al., 2018). A robustez das arvores
mais parcimoniosas foi avaliada por 1000 repeticdes de bootstrap resultantes da
analise de MP, cada uma com 10 repeticbes de adicdo de taxa aleatéria
(Felsenstein, 1985). As arvores resultantes da ML, Bl e MP foram visualizadas
no software FigTree (http:/tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (Rambaut, 2018)
e, posteriormente, foram editadas no programa CorelDRAW.

Caracterizacao morfoldgica dos isolados

Apos a identificagdo filogenética, foi realizado a caracterizacao cultural e
morfolégica dos isolados. A caracterizacdo de culura foi baseada em
observacodes das colbnias dos isolados a partir do cultivo em placas de Petri (90
x 15 mm) contendo meio de cultura BDA. Um disco de micélio (5 mm) foi
depositado na superficie do meio de cultura e incubados a 20 °C £ 2 °C, com
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Para a caraterizacdo morfolégica das
colénias, seguiu-se a terminologia de Crous et al. (2009), enquanto que para a
terminologia de cores foi consultada a carta de cores de Rayner (1970).

Para caracterizag&o de conidios e conidiéforos, foram preparadas laminas
para microscopia dos isolados a partir da técnica de microcultivo, usando
lactoglicerol incolor como liquido de montagem. Apds seladas com esmalte
incolor, as laminas foram examinadas sob microscépio de luz, modelo Olympus
BX51, e o registro fotografico foi realizado através de uma céamera digital
Olympus Q-COLORS acoplada ao microscopio. Foram avaliadas as dimensdes
de pelo menos de 50 conidios e 30 conidiéforos. Para avaliagéo de formacao de
esclerédios, os isolados foram cultivados em placas contendo meio BDA a 20
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°C £ 2 °C no escuro, por 40 dias. Apos esse periodo,avaliou-se a forma e o
tamanho de 50 esclerddios. As caracteristicas morfoldgicas dos isolados
representativos de Botrytis foram comparadas com as descricdes existentes na

literatura.

Teste de patogenicidade

Para o teste de patogenecidade, isolados de duas espécies de Botrytis
(COAD 3387, COAD 3394, COAD 3390 e COAD 3399), sendo dois de cada
espécie, foram cultivados em meio BDA a 20 °C sob fotoperiodo de 12 h
(claro/escuro) por 15 dias. As inoculagdes foram realizadas em flores e frutos de
feijoa. Para a inoculacao em flores, uma suspensao de conidios foi ajustada para
10° conidios/mL com auxilio de uma cadmara de Neubauer. Foram selecionadas
cinto plantas das cultivares Helena, Mattos, Nonante Alcantara e Pierre e, estas
foram inoculadas em campo. A inoculacdo de cada isolado foi realizada em um
ramo contendo trés flores, as quais, foram atomizadas com a suspensao com o
volume de 50 mL de conidios dos isolados. O controle consistiu em um ramo de
flor por planta atomizado com 50 mL agua destilada estéril. Para criar o ambiente
de camara umida, os pedunculos florais foram recobertos com toalha de papel
esterilizado e umedecido, e envoltos em um saco plastico por 48h. A incidéncia
das lesdes foi observada diariamente, e nos casos positivos, avaliou-se onumero
de flores infectadas.

Em frutos, o teste de patogenicidade foi realizado em frutos pertencentes
as mesmas cinco cultivares mencionadas anteriormente. Os frutos foram
submetidos a assepsia, sendo lavados com detergente e enxaguados em agua
corrente. Posteriormente, foram imersos em solucao de hipoclorito de sédio (0,5
% v/v) por 5 minutos. Em seguida, os frutos foram enxutos em papel toalha e
mantidos por 15 minutos sob luz ultravioleta em camara de fluxo laminar.
Ferimentos de 1 mm de diametro foram realizados na regido equatorial de cada
fruto (Sholberg et al., 1995), e um disco de micélio (5 mm) dos isolados foi
depositado sobre a epiderme ferida. Para fungos do género Botrytis, nao é
necessario ferimentos para causar infecgdo, entretanto, na presenca destes,
ocorre rapida colonizagao e desenvolvimento de lesées (Santos et al. 2008), que
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podem acontecer durante a colheita e manuseio dos frutos. Para o tratamento
controle, foram utilizados discos de BDA nao colonizados pelos fungos.

Os frutos inoculados foram incubados em bandejas plasticas forradas com
papel toalha umedecido e cobertos com saco plastico. As bandejas contendo os
frutos foram mantidas a 20 °C, com fotoperiodo de 12h. A avaliagéo foi iniciada
24 horas apés a inoculagao, medindo-se o didmetro das lesées com auxilio de
um paquimetro.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),
com sete repeticées por tratamento. Para avaliar se interacao foi significativa
entre as espécies de Botrytis e os frutos de diferentes cultivares de feijoa, a
analise foi estimada através do método estatistico paramétrico ANOVA dopacote
cAr (Fox e Weisberg, 2019). Quando observada diferenga significativa entre os
tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a p <
0.05. A comparagéao entre as médias foi efetuada por meio do pacote emmeans
(‘Estimated Marginal Means’) (Lenth, 2018). Todas as anélises foram realizadas
utilizando o software R (R Core Team, 2020).

Teste de gama de hospedeiros

As inoculacoes foram realizadas utilizando colénias de culturas puras de
duas espécies de Botrytis (COAD 2812 e COAD 2849) crescidas em meio de
cultura BDA por sete dias a 20°C sob fotoperiodo de 12 horas. E como
hospedeiros, foram utilizados frutos, em estagio de maturacdo comercial, de
maga (Malus domestica), pera (Pyrus communis), Kiwi (Actinidia deliciosa) e
goiaba (Psidium guajava).

A inoculacdo em frutos, seguiu a mesma metodologia utilizada para o
teste de patogenicidade em frutos de feijoa. Ja a inoculagdo em flores de violeta
foi realizada com uma suspensao de indculo ajustada para 10° conidios/mL, foi
adicionada uma gota de 10 pul de Tween 80, 0,05% (v/v). As plantas foram
atomizadas com a suspensdo e o tratamento controle apenas com agua
destilada estéril. As plantas inoculadas foram incubadas em camara de
nebulizacdo por 48 h, no escuro. Em seguida, foram transferidas para camara

de crescimento com temperatura ajustada para 20°C. A incidéncia de mofo
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cinzento foi avaliada ap6s o surgimento dos primeiros sintomas da doenca
contando o numero de flores infectadas.

A patogenicidade dos isolados de Botrytis foi confirmada com o
reisolamento em meio BDA e observacgéo das estruturas em microscépio de luz,
completando os Postulados de Koch. Os ensaios foram repetidos. Adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com sete repeticées
por tratamento. Para comparacao da agressividade das diferentes espécies de
frutos avaliados no experimento, foi utilizado o mesmo método estatistico do

teste de patogenicidade.

RESULTADOS
Analises filogenéticas

O alinhamento de sequéncias do gene G3PDH de 120 representantes de
género Botrytis, incluindo os 12 isolados introduzidos no presente estudo, e os
dois espécimes M. fructigena e S. sclerotiorum (outgroup), resultou em uma
matriz contendo 776 sitios incluindo os gaps, dos quais 598 sao sitios
conservados, 176 variaveis, 123 informativos para parciménia e 52 sitios Unicos
(singletons). As andlises filogenéticas baseadas em Bl, MP e ML a partir da
regido parcial permitiram verificar que oito dos isolados presentes no estudo
pertencem a espécie B. cinerea e quatro se agruparam com a espécie B.
pseudocinerea (Figura 1).

O alinhamento de sequéncias representativas do gene HSP60 contém
126 sequéncias, incluindo 14 isolados introduzidos no presente estudo e M.
fructigena e S. sclerotiorum (outgroup), resultando em uma matriz contendo 939
sitios alinhados, incluindo gaps. Destes, 655 sao sitios conservados, 275
variaveis, 206 informativos para parcimdnia e 69 sitios unicos. Altos valores de
suporte (1,0) e bootstrap (100%) nas analises de Bl, ML e MP permitiram inferir
9 isolados dos 14 isolados, dentro do clado pertencente a espécie B. cinerea e
os 5 isolados restantes se mostraram filogeneticamente préximo de B.
pseudocinerea (Figura 2).

O alinhamento de sequéncias representativas do RBP2 contém 112
sequéncias, das quais 13 sao de isolados introduzidos no presente estudo e as
espécies M. fructigena S. sclerotiorum como outgroup. A matriz contém 1079
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sitios alinhados, incluindo gaps, dos quais 766 sao conservados, 313 variaveis,
235 informativos para parciménia e 77 Unicos (singletons). Nesse alinhamento,
verificou-se que dos 13 isolados, 9 se agruparam no clado pertencente a espécie
B. cinerea e 4 isolados a espécie B. pseudocinerea nas trés analises
filogenéticas (Figura 3).

Na comparagao entre as reconstrucoes filogenéticas de Bl, ML e MP dos
genes G3PDH, HSP60 e RPB2, observa-se divergéncias na topologia das
arvores. Entretanto, houve congruéncia na delimitacdo de espécies e alto
suporte para clados terminais.

A andlise filogenética com genes combinados de Botrytis foi composta por
um total de 127 sequéncias, sendo destas, 111 de espécies ja descritas, 14 dos
isolados obtidos no presente estudo e dois isolados (M. fructigena e S.
sclerotiorum) utilizados como outgroup. O alinhamento concatenado dos genes
G3PDH, HSP60 e RPB2, resultou em uma matriz contendo 2794 sitios incluindo
0s gaps, dos quais 2019 sao sitios conservados, 764 variaveis, 564 informativos
para parciménia e 198 sitios Unicos (singletons). Dos 14 isolados presentes no
estudo, 9 se agruparam no clado da espécie B. cinerea com suporte 1,0 de
probabilidade posterior na analise Bl; 100% de bootstrap em ML e MP na arvore
filogenética (Figura 4). Este resultado sugeriu que esses 9 isolados pertencem a
espécie B. cinerea. Os cinco isolados restantes agruparam-se com o0s
representantes de espécie B. pseudocinerea formando um clado bem suportado,
com alto valor de bootstrap (100%) e alta probabilidade posterior (1). O isolado
COAD 3389, embora tenha se agrupado com os isolados da espécie B.
pseudocinerea, houve a formacao de um clado parafilético suportado, com bom
valor de bootstrap (78) em ML e boa probabilidade posterior (0,93). Isso pode ter
ocorrido devido a sequéncia do isolado ser curta no gene RPB2 (671 sitios) em
comparagcdo com as demais sequéncias (1079 sitios), sendo necesséario a

realizacdo de uma nova PCR.

Caraterizacao morfoldgica

De acordo com que foi apresentado anteriormente, nove isolados foram
identificados como B. cinerea e cinco como B. pseudocinerea. A descricao
morfolégica de cada espécie segue abaixo:
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Botrytis cinerea Persoon — em Ellis M. B. Dematiaceous Hyphomycetes,
1971, 604p. MycoBank:217312.

Materiais examinados — BRASIL: Santa Catarina, S&o Joaquim, Extenséo
Rural de Santa Catarina — EPAGRI, isolados de flores Acca Sellowiana, 2021, L.
Araujo (isolados COAD 3386, COAD 3387, COAD 3388, COAD 3392, COAD
3393, COAD 3394, COAD 3395, COAD 3396 e COAD 3397)

Caracteristicas culturais e microscopicas sao apresentadas abaixo. Para
ilustragcdes adicionais e uma descricdo completa e detalhada da morfologia, ver
Ellis (1971: 179, Fig. 121A).

Caracteristicas  culturais: Colébnia em BDA com crescimento
extremamente rapido, atingindo 90 mm em 8 dias a 22°C, plana, com bordas
inteiras, textura cotonosa; apds 8 dias, colénia com micélio aéreo cor iron grey
com presenca de esporos mouse grey. Em reverso, centro buff a honey, com
presenca de raios de micélio partindo para a borda da colénia com coloracao
iron grey; esporulagdo abundante (Figura 5).

Conidioforos 12~25 um de comprimento, longos, eretos, septados,
acinzentados partindo para uma tonalidade levemente acinzentados no apice,
ramificados no apice, com células conidiogénicas terminais, dilatadas, formando
agregados de conidios. Conidios elipsoides a ovoides, unicelulares, asseptados,
com hilo protuberante, hialinos a ligeiramente acinzentados, medindo de 8~16 x
5~10 um. Coldnia apds 40 dias com esporulacao e formacdo de esclerédios
solitarios espalhados por todo meio e das bordas das placas, variando de

tamanho 1~4 mm de formas esféricas e irregulares.

Notas: nem todos os isolados de B. cinerea formaram estruturas de
resisténcia e uma pequena variacdo de tamanhos de conidios, conidiéforos e

esclerddios também foi observada.

Botrytis pseudocinerea A. S. Walker, A. Gautier, Confais, Martinho, Viaud,
Lepécheur, J. Dupont e E. Fourn — em Walker et al., The American
Phytopathological Society, 101(12):1433-45, 2011. MycoBank:581579.

Materiais examinados — BRASIL: Santa Catarina, Sao Joaquim, Extensao
Rural de Santa Catarina — EPAGRI, isolados de flores Acca Sellowiana, 2021, L.
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Araujo (isolados COAD 3389, COAD 3390, COAD 3391, COAD 3398 e COAD
3399)

Caracteristicas culturais e microscopicas sao apresentadas abaixo. Para
ilustracdes adicionais e uma descricao completa e detalhada da morfologia, ver
Walker et al. (2011: 1439, Fig. 2).

Caracteristicas culturais: Colénia em BDA com crescimento rapido,
atingindo 90 mm em 8 dias a 22°C, plana, com bordas inteiras, textura cotonosa;
apdés 8 dias, colénia com centro cor olivaceus grey, seguido de micélio
esbranquicado até a borda. Em reservo, colénia de uma unica cor buff sutil
(Figura 6).

Conidiéforos 12~20 um de comprimento, longos, eretos, septados,
acinzentados partindo para uma tonalidade levemente acinzentados no apice,
ramificados no apice, com células conidiogénicas terminais, dilatadas, formando
agregados de conidios. Colbnia apos 40 dias com suave esporulagéo e formacao
de esclerodios solitarios espalhados por todo meio e das bordas das placas,

variando de tamanho 1~6 mm de formas esféricas, irregulares ou elipticas.

Notas: Todos os isolados de B. pseudocinerea formaram estruturas de
resisténcia e houve uma pequena variagdo de tamanhos de conidios,

conidi6foros e esclerddios observada.

Teste de patogenicidade

Devido a estiagem que ocorreu nos meses de outubro a dezembro de
2021 no Sul do Pais, época de florescimento da feijoa, ndo foi possivel observar
o desenvolvimento de sintomas nas flores inoculadas com os isolados
representantes das espécies B. cinerea e B. pseudocinerea para comprovacao
da patogenicidade dos isolados obtidos no presente estudo. Portanto, o

experimento sera repetido na préxima floragéao.

Em relacdo aos frutos de feijoa, as espécies B. cinerea e B.
pseudocinerea foram aptas a causar doenca em todas as cultivares. Houve
interacdo significativa entre espécies fungica e cultivares de feijoa. Nas cultivares
Helena, Pierre e Mattos, os isolados de B. pseudocinerea mostraram-se mais
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agressivos quando comparados aos de B. cinerea. Enquanto para as cultivares
Nonante e Alcantara, os isolados de B. cinerea demonstraram mais
agressividade nos sintomas (Tabela 1). Na avaliagdo entre as cultivares, a
espécie B. cinerea foi menos agressiva na cultivar Helena quando comparada
as demais. Em contrapartida, a espécie B. pseudocinerea foi menos agressiva
nas cultivares Nonante e Alcantara, e para as cultivares Pierre e Mattos, ela se
apresentou como a mais agressiva.

Teste de gama de hospedeiros

As espécies B. cinerea e B. pseudocinerea foram aptas a causarem
lesGes nos diferentes frutos e em flor de violeta. Os fungos foram recuperados
por meio de isolamentos de tecidos sintomaticos. Além disso, foi observada
diferenca estatistica para a agressividade das duas espécies fungicas emrelacao
aos diferentes frutos inoculados. O isolado de B. cinerea foi maisagressivo em
frutos de goiaba, pera e kiwi. Em frutos de maca, ndo houve diferenga na
intensidade dos sintomas entre as espécies (Figura 7).

Os sintomas em frutos de goiaba, consistiram em lesées beges ao redor
do disco de micélio que, posteriormente se tornaram amarronzadas. Aqueles
inoculados com o isolado de B. cinerea foi observado micélio branco-
acinzentado (Figura 8-A). Em pera, as lesdes desenvolvidas eram amarronzadas
e com aspecto umido, as quais progrediram rapidamente ocupando quase todo
o fruto. Foi detectado um crescimento cotonoso acinzentado sobre o tecido
sintomatico para as duas espécies fungicas inoculadas (Figura 8-B). Em kiwi,
observou-se lesbes menores que as demais, as quais eram arredondadas e
necréticas ao redor do disco de micélio, internamente houve o amolecimento do
tecido (Figura 8-C). Nos frutos de maca, os sintomas consistiram na presencga
de lesbes amarronzadas e amolecimento dos frutos (Figura 8-D). Em flores de
violeta, foram observadas les6es necréticas umidas e com a presenga de sinais

do patdgeno (Figura 8-E).

25



DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi investigar a etiologia da doenga mofo
cinzento em flores de feijoa, no Sul do Brasil, principal regido produtora da fruta
no pais. Para isso, foram analisados 14 isolados por meio de técnicas
moleculares de reconstrucao filogenética a partir dos genes codificadores de
proteinas nucleares GEPDH, HSP60 e RPB2; genes propostos por Staats et al.
(2005) para a separacao das espécies filogenéticas de Botrytis. Portanto, foi
possivel inferir que nove isolados pertenciam a espécie B. cinerea e cinco a B.
pseudocinerea. Os clados referentes as espécies B. cinerea e B. pseudocinerea,
foram gerados tanto na analise dos trés genes concatenados (G3PDH, HSP60
e RPB2), quanto nas arvores dos genes individuais.

A espécie B. pseudocinerea foi descrita em 2011 e faz parte de um
complexo de espécies morfologicamente cripticas (Complexo de Espécies
Botrytis cinerea — CEBC), tais espécies possuem caracteristicas morfologicas e
gama de hospedeiros semelhantes, além de ocorrer em simpatria. Dessa forma,
a analise filogenética € a unica ferramenta de diferenciacdo dessas espécies até
o presente momento (Walker et al., 2011). O que corrobora os resultados
encontrados nesse estudo, onde nenhum dos critérios morfolégicos (tamanho de
conidios e conidi6foros, e crescimento micelial) avaliados foram capazes de
discriminar as espécies de Botrytis identificadas. A unica diferenga morfologica
observada foi auséncia da formacéo de esclerdédios em alguns isolados de B.
cinerea. De acordo com Paul (1929), alguns isolados de B. cinerea podem néo
ser capazes de produzirem estruturas de resisténcia, produzindo apenas micélio.
Isaza et al., (2019) confirmou variagdes morfoldgicas intraespecifica isolados de
B. cinerea provinientes da amora-preta. Alguns isolados nao formaram
esclerddios e houve diferenca no crescimento micelial, na disposicdo e no
tamanho dos esclerddios.

Botrytis pseudocinerea foi a primeira espécie criptica caracterizada e tem
sido relatada co-ocorrendo em diversas espécies hospedeiras em diferentes
paises do mundo (Walker et al., 2011; Fekete et al., 2012; Murfioz et al., 2016;
Plesken et al., 2015; Testempasis et al., 2020). Além de B. pseudocinerea, outras
espécies cripticas existem dentro do complexo: B. sinoviticola, descrita em uvas

na China (Zhou et al., 2014); B. californica, descrita em uvas e mirtilos na
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Califérnia (Saito et al., 2016); e B. medusae descrita em uvas para vinho na
Australia (Harper et al., 2019).

Este é o primeiro relato com base em andlises filogenéticas de B. cinerea
como agente de mofo cinzento em flores de feijoa. A presenca do género Botrytis
ja havia sido confirmada por Santos et al., (2012) anteriormente como agente da
doenca na mesma regidao onde foi realizado a coleta dos isolados. Entretanto,
apenas em nivel morfolégico, impossibilitando saber a qual espécie pertencia.
Azevedo et. al., (2020) realizaram o primeiro relato de B. pseudocinerea no Brasil
em flores de feijoa, porém na época que a coleta foi realizada, apenas um isolado
do fungo foi obtido. Diante disso, ndo era conhecido se outras espécies poderiam
infectar flores de feijoa.

Na literatura, alguns estudos, envolvendo uma ampla gama de
hospedeiros, mostraram que B. pseudocinerea é considerada uma espécie de
menor importancia, como agente causador de mofo cinzento. Em videira na
Franca, B. pseudocinerea foi encontrada em baixas frequéncias quando
comparada a ocorréncia da espécie B. cinerea (Walker et al., 2011). Da mesma
forma, em cultivos de morango na Alemanha foi observado em uma amostragem
de 173 isolados apenas trés foram identificados como B. pseudocinerea (Leroch
et al. 2013). A espécie foi também relatada em frequéncia baixa em campos de
mirtilo na Califérnia (Saito et al., 2014) e em vinhedos em diferentes localidades
na Nova Zelandia (Johnston et al., 2014). Na china, de oito isolados de Botrytis
obtidos em folhas de tomate, apenas um foi identificado como B. pseudocinerea
(Li et al., 2015). Ainda na China, relataram que em uma amostragem de 707
isolados de Botrytis coletados em morango e tomate cultivados em tuneis de
plastico, apenas um deles era B. pseudocinerea (Yang et al., 2021).

Entretanto, em alguns estudos B. pseudocinerea foi encontrada como
dominante dentre as demais espécies de Botrytis causadora do mofo cinzento.
Em plantios organicos de maga, morango, groselha, framboesa, fava, pebnia e
colza na Alemanha, B. pseudocinerea foi encontrada com maior frequéncia que
B. cinerea (Plesken et al., 2015). Isso foi encontrado em uma ampla amostragem
de frutos de roma sintomaticos em pomares em diferentes regides da Grécia e
Califérnia (Testempasis et al., 2020).

O fato de termos detectado menor ocorréncia de B. pseudocinerea
associada a flores de feijoa com sintomas de mofo cinzento pode estar
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relacionado com coletas realizadas em plena floracdo. Em videira, mostraram
que B. pseudocinerea é encontrado com maior frequéncia em tecidos
senescentes, como restos florais, do que em frutos maduros, possivelmente
devido a sua melhor capacidade saprotréfica, o que proporciona uma
colonizacdo mais eficiente desses érgaos (Plesken et al., 2015, Walker et al.,
2011).

Uma outra possibilidade, seria a diferenca entre as duas espécies quanto
a sensibilidade a fungicidas, pois B. cinerea parece ser mais propensa a
desenvolver resisténcia (Walker, 2016; Plesken et al., 2015). Em um estudo foi
avaliada a frequéncia de B. cinerea e B. pseudocinerea em pomares manejados
organicamente e tratados com fungicida. Nos pomares de morango, maca,
cereja, mirtilo, groselha, fava e pednia submetidos a tratamentos com fungicidas,
a espécie B. cinerea foi prevalente sobre B. pseudocinerea. Por outro lado, nos
pomares manejados organicamente, a maioria dos isolados se tratava de B.
pseudocinerea (Plesken et al., 2015). Nos estudos de Testempasis et al. (2020),
também foi possivel constatar que populacdo resistente a fungicidas da
Califérnia e Grécia é dominada por isolados de B. cinerea.

Para a cultura da feijoa no Brasil, ndo existem fungicidas registrados no
MAPA (Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento) para o tratamento
de mofo cinzento. Portanto, nos pomares, sao utilizados fungicidas registrados
para o controle de mofo cinzento para as culturas de maca e uva (Araujo e Pinto,
2018). Entre os fungicidas utilizados na cultura, estdo incluidos tiofanato-
metilico, dicarboximida iprodiona, ciprodinil e anilinopirimidina. Varios estudos
demonstram por meio de testes de resisténcia aos fungicidas citados acima, que

B. pseudocinerea possui sensibilidade (Plesken et al., 2015; Hauschildt,
Steinkellner, e Weber, 2020). E isso pode explicar a baixa frequéncia encontrada
nesse estudo. De acordo com Araujo e Pinto (2018), o controle do mofo cinzento
na floracdo e em frutos, ndo tem sido efetivo por meio de fungicidas, isso indica
que B. cinerea e B. pseudocinerea em pomares de feijoa podem ter adquirido
resisténcia aos botricidas utilizados em pomares préximos aos plantios de feijoa.

O experimento que avaliou a gama de hospedeiro de B. pseudocinerea
teve como propdsito revelar se esta espécie poderia infectar também outras
hospedeiras de B. cinerea. Portanto, ndo existe relato na literatura de ocorréncia
de B. pseudocinerea associada ao mofo cinzento em flores de violeta e frutos de
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maca, pera, kiwi e goiaba (Farr e Rossman, 2022). De acordo com 0s nossos
resultados, B. pseudocinerea € apta a infectar diversos hospedeiros de B.
cinerea. No entanto, apesar de no Brasil, até o presente momento, esta espécie
ter sido relatada apenas em feijoa (Azevedo et al., 2020), existem diversos
hospedeiros cultivados nos pais que sao suscetiveis a espécie.

Em relacdo a patogenicidade das espécies fungicas em frutos de feijoa,
apesar de ambas terem causado doenca nos frutos, a avaliacdo daagressividade
permitiu o entendimento que ambas as espécies possuem um importante papel
como agente etiolégico da doenca, mas podendo variar de acordo com a cultivar.
Portanto, apesar de B. pseudocinerea ter sido encontradaem menor frequéncia,
nao se pode afirmar que tal espécie possui um papel menos importante para o
desenvolvimento do mofo cinzento em feijoa no Brasil. Para um melhor
entendimento da suscetibilidade das cultivares, novos estudos devem ser
conduzidos envolvendo um maior numero de isolados de B. cinerea e B.
pseudocinerea.

Este estudo revelou a ocorréncia das espécies B. cinerea e B.
pseudocinerea de forma simpatrica em pomares de feijoa no Brasil e no mundo,
além de ter proporcionado um melhor entendimento da etiologia do mofo
cinzento na cultura, o que sera de grande importancia para o aprimoramento das

estratégias de manejo da doenca.

CONCLUSOES

- O mofo cinzento em flores de feijoa (Acca sellowiana) na regido Sul do Brasil
tem como agentes etioldégicos as espécies Botrytis cinerea e Botrytis
pseudocinerea.

- Frutos de feijoa sao suscetiveis as espécies B. cinerea e B. pseudocinerea.

- A agressividade das espécies B. cinerea e B. pseudocinerea em frutos varia
em fungao das cultivares de feijoa.

- Flores de violeta e frutos de maca, pera, kiwi e goiaba sdo suscetiveis a B.

pseudocinerea.
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Figura 1. Arvore filogenética resultante da

andlise de Inferéncia Bayesiana (Bl)

a partir de dados de sequéncia do gene G3PDH de espécies de Botrytis,
utilizando M. fructigena e S. sclerotiorum como grupos externos. Nés bem

suportados apresentam os valores de

bootstrap (>70%) para Maxima

Verossimilhanca (ML) e Maxima Parcimonia (MP); probabilidade posterior (>0.9)
da Inferéncia Bayesiana (BI). Os isolados em estudo encontram-se destacados

em negrito e em bloco colorido.
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Figura 2. Arvore filogenética resultante da anélise de Inferéncia Bayesiana a
partir de dados de sequéncia do gene HSP60 de espécies de Botrytis, utilizando
M. fructigena e S. sclerotiorum como grupos externos. NOos bem suportados
apresentam os valores de bootstrap (>70%) para Maxima Verossimilhanga (ML)
e Méaxima Parciménia (MP); probabilidade posterior (>0.9) da Inferéncia
Bayesiana (BI). Os isolados em estudo encontram-se destacados em negrito e
em bloco colorido.
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Figura 3. Arvore filogenética resultante da analise de Inferéncia Bayesiana a
partir de dados de sequéncia do gene RPB2 de espécies de Botrytis, utilizando
M. fructigena e S. sclerotiorum como grupos externos. Nos bem suportados
apresentam os valores de bootstrap (>70%) para Maxima Verossimilhanga (ML)
e Maxima Parcimbénia (MP); probabilidade posterior (>0.9) da Inferéncia
Bayesiana (Bl). Os isolados em estudo encontram-se destacados em negrito e
em bloco colorido.
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Figura 4. Arvore filogenética resultante da analise de Inferéncia Bayesiana (Bl)
a partir de dados de sequéncia de genes parciais concatenados de G3PDH,
HSP60 e RPB2 de espécies de Botrytis, utilizando M. fructigena e S. sclerotiorum
como grupos externos. Nos bem suportados apresentam os valores de bootstrap
(>70%) para Maxima Verossimilhanca (ML) e Maxima Parcimbnia (MP);
probabilidade posterior (>0.9) da Inferéncia Bayesiana (Bl). Os isolados em
estudo encontram-se destacados em negrito e em bloco colorido.



Figura 5. Botrytis cinerea. (A e B) Conidi6foros e conidios. (C e D) Col6énia em
meio de cultura BDA. Barras de escala = 20 um.

A" 7 B

Figura 6. Botrytis pseudocinerea. (A e B) Conidiéforos e conidios. (C e D)
Colonia em meio de cultura BDA. Barras de escala = 20 ym
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Figura 7. Agressividade das espécies Botrytis cinerea e Botrytis pseudocinerea
em frutos de goiaba, pera, kiwi € maca.
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Figura 8. Sintomas de mofo cinezento em diferentes frutos e em flores de violeta
inoculados com Botrytis cinerea e Botrytis pseudocinerea. A. Frutos de goiaba;
B. Frutos de pera; C. Frutos de kiwi; D. Frutos de macg4; E. Flores de violeta |.
Tratamento controle, Il. B. pseudocinerea e lll. B. cinerea.
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Tabela 1. Avaliagdo da agressividade das espécies Botrytis cinerea e Botrytis
pseudocinerea causadoras da doenca mofo cinzento em frutos das cultivares de
feijoa.

Cultivar Botrytis cinerea Botrytis pseudocinerea
Helena 144bB 28,2 bc A
Nonante 27,2aA 17,3d B
Pierre 289aB 33,3ab A
Alcantara 31,9aA 24,3cd B
Mattos 32,6aB 359a A

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05),
letras mailsculas comparam a agressividade entre patégenos em uma mesma cultivar (horizontal) e
minUsculas comparam a reagéo das cultivares para um mesmo patégeno (vertical).

** Os valores acima correspondem ao didmetro (mm) das lesées nos frutos.



Tabela suplementar 1. Isolados de Botrytis utilizados nas analises filogenéticas.
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Espécie Isolado Hospedeiro Familia Local Ano RPB2 HSP60 G3PDH Referéncia
PRI006 Allium sp. Alliaceae - - AJ745665 AJ716051 AJ704993 Sé%egs etal.
B. aclada MUCL3106 Allium sp. Alliaceae USA 1961 AJ745663 AJ716049 AJ704991 S(t)%?s etal.
MUCL8415 Allium sp. Alliaceae Germany 1965 AJ745664 AJ716050 AJ704992 Sé%egs etal.
, . Staats et al.
MUCL403 Allium sp. Alliaceae The Nertherlands 1957 AJ745666 AJ716055 AJ704996 2005
B. alli
MUCL1150 Allium sp. Alliaceae Norway 1960 AJ745668 AJ716052 AJ704994 S(t)"’(‘gs et al.
MUCL94* Allium sp. Alliaceae USA 1923 AJ745670 AJ716059 AJ704998 g‘(t)%%ts etal
B. byssoidea
OnionBC-76 Allium sp. Alliaceae YunXi, HuBei, 2008 FJ169681 FJ169661 FJisoes2 Znangetal
China 2010b
X655* Vitis vinifera Vitaceae Reedley, CA 2012 KJ937049 KJ937059 KJ937069 Saito et al. 2016
X503 Vitis vinifera Vitaceae Earlimart, CA 2012 KJ937048 KJ937058 KJ937068 Saito et al. 2016
B. californica
X1348 Vaccinium Ericaceae Tulare, CA 2013 KJ937051 KJ937061 KJ937071 Saito et al. 2016
corymbosum
, Staats et al.
B. calthae CBS 175.63 Caltha palustris  Ranunculaceae USA 1961 AJ745671 AJ716060 AJ704999

2005
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MUCL1089 C. palustres Ranunculaceae  Belgium 1960 AJ745672 AJ716061 AJ705000 g(t)%ags etal.
Staats et al.
MUCL2830 C. palustres Ranunculaceae =~ USA 1961 AJ745673 AJ716062 AJ705001 2005
Long Creek, South
CB15* Rubus fruticosus Rosaceae 2010 JF811590 JF811587 JF811584 Lietal. 2012
Carolina, USA
Six Mile, South
B. caroliniana  WM4 R. fruticosus Rosaceae 2010 JF811592 JF811589 JF811586 Lietal. 2012
Carolina, USA
Cheddar, South
CA3 R. fruticosus Rosaceae 2010 JF811591 JF811588 JF811585 Lietal. 2012
Carolina, USA
SAS56 ] ] Italy ] AJ745677 AJ716067 AJ705006 Sg’(‘gs etal
SAS405 - ' Italy ] AJTASE78  AJTI6066 AJT05005 oraas ote
B05.10 - - - 1994 AJ745674 AJ716063 AJ705002 S(t)"’(‘gs etal.
BC7 - - The Nertherlands 1970 AJ745675 AJ716064 AJ705003 Staatsetal.
B. cinerea 2005
MUCL87* - - The Nertherlands 1928 AJ745676 AJ716065 AJ705004 S(t)"’(‘;gs etal.
Bci-12 Prunus salicina  Rosaceae Rosario, Chile 2013 KP136779 KP120874 KP120867 gg;rgda etal.
. L. San Francisco, Ferrada et al.
Bci-15 Prunus salicina  Rosaceae Chile 2013 KP136781 KP120876 KP120869 2016
X458 Vitis vinifera Exeter, CA, 2012 KJ937054 KJ937064 KJ937074 Saito et al. 2016




CB17

Rubus
fruticosus

Rosaceae

Long Creek, South
Carolina, USA

2010

JN672671 Lietal 2012

BC-27

Vicia faba

Rosaceae

Ba Dong, HuBei,
China

2007

EU563107 2010a

COAD 3386

Acca sellowiana

Myrtaceae

Séo Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3387

Acca sellowiana

Myrtaceae

Sé&o Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3388

Acca sellowiana

Myrtaceae

Sao Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3392

Acca sellowiana

Myrtaceae

Séo Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3393

Acca sellowiana

Myrtaceae

Sao Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3394

Acca sellowiana

Myrtaceae

S&o Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3395

Acca sellowiana

Myrtaceae

Séo Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

COAD 3396

Acca sellowiana

Myrtaceae

Sao Joaquim,
Santa Catarina,
Brasil

2021

Estudo

Zang et al.
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Sao Joaquim, - - -
Santa Catarina, Estudo
COAD 3397 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
9801 Iris sp. Iridaceae The Nertherlands, -y gqq AJ745679 AJ716068 AJ705007 S2asetal.
Lisse 2005
B. convoluta
MUCL11595 Iris sp. Iridaceae USA 1968 AJ745680 AJ716069 AJ705008 Sé%?s etal.
. . Staats et al.
B. croci MUCL436 Crocus sp. Iridaceae The Nertherlands 1968 AJ745681 AJ716070 AJ705009 2005
. . Hemerocallidacea Grant-Downton
CBS 134649 Hemerocallis sp. e UK, Oxford, 2009 HG799518 HG799519 HG799521 ot al. 2014
B. deweyae
CBS 134650  Hemerocallis sp. emerocallidacea o g 2009 ) ; HG799523 S{ZPZ%?Z"”‘O“
BE9714 Lilium sp. Liliaceae The Nertherlands, AJ745684 AJ716073 AJ705012 Slaasetal.
Elsloo 2005
. . o Staats et al.
B. elliptica BE9610 Lilium sp. Liliaceae The Nertherlands - AJ745683 AJ716072 AJ705011 2005
BE0022 Lilium sp. Liliaceae The Nertherlands, = 54 AJ745682 AJ716071 AJ705010 Slaasetal.
Smilde 2005
Zhandiang
CERC7170* = E. urophylla x E. ’ .
CGMCC3.18028 grandis Myrtaceae gﬁ;r;gDong, 2016 KX301028 KX301024 KX301020 Liuetal. 2016
B. eucalypti
Zhandiang
CERC7160 = E. urophylla x E. ’ .
CFCC51322 grandis Myrtaceae GuangDong, 2016 KX301026 KX301022 KX301018 Liuetal 2016

China




CERC7163 =

E. urophylla x E.

Zhandiang,

OFCC51323 grandis Myrtaceae GuangDong, 2016 KX301027 KX301023 KX301019 Liuetal. 2016
China
Zhandiang
CERC7208 = E. urophylla x E. )
GGMCE3.18029 grandia Myrtaceae GuangDong, 2016 KX301029 KX301025 KX301021 Liu et al. 2016
China
. . Lorenzini et al.
Valle dei Laghi, 2014
EBH 141699*= Trento District, Garfinkel et al.
Vitis vinifera Vitaceae 2011 KC191679 KC191678 KC191677 2017
Provincia
Autonoma
di Trento, Italy
Botrytis North Pole,
euroamericana Fairbanks
CBS141559=  Paeoniax Paeoniaceae North Star 2013 KX266739 KX266733 Kx2ee727 Carfinkeletal.
ANIU iacuiiora B U1/
orough,
Alaska, USA
Trapper Creek,
Matanuska- Garfinkel et al
CBS141558  Paeoniax Paconiaceae  Susitna 2014 KX266740 KX266734 Kx2e6728 o e etal
=HAO06 lactiflora 2017
Borough, Alaska,
USA
B. fabae CBS 109.57 Vicia faba Fabaceae The Nertherlands 1957 AJ745685 AJ716074 AJ705013 S = e

2005
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MUCL98* V. faba Fabaceae Spain 1929 AJ745686 AJ716075 AJ705014 S(t)%aStS etal.
BC-17 V. faba Fabaceae Yi Du, China 2007 EU563112 EU563095 EU563104 ZZ%i%gaet al.
BC-22 V. faba Fabaceae Xuan Em, China 2007 EU563111 EU563102 EU563105 erz)inogaet al.
BC-25 V. faba Fabaceae Xiang Fan, China 2007 EU563116 EU563098 EU563110 Zzgi%%et al.
BC-2* Vicia faba Fabaceae WuHan, HuBei, 5 EU514473 EU514482 EU519211 Zhangetal
B . China 2010a
otrytis
fabiopsis Zhang et al.
BC-13 V. faba Fabaceae XianNing, HuBei 2007 EUS63115 EUS63100 EUS63109 5 00
CBS176.63*  Ficariaverna  Ranunculaceae  Belgium 1960 AJ745687 AJ716076 AJ705015 Sraatsetal.
B. ficariarum P —
MUCL376 Ficaria verna Ranunculaceae Belgium 1957 AJ745688 AJ716077 AJ705016 ’
CBS 141696 "= :
Fragaria x
D11 H R4 ananassa Rosaceae Germany 2011 KX429709 KX429695 KX429702 Rupp et al.,2017
CBS 141697 = Fragariax
B. fragariae Rosaceae Germany 2011 KX429710 KX429696 KX429703 Rupp et al.,2017
D1 3_F_M63 ananassa
CBS 147698 = ,
Fragaria x Rosaceae Germany 2011 KX429711 KX429697 KX429704 Rupp et al.,2017
D13 F Juig  @nanassa
- - Staatsetat:
B. galanthina MUCL435 Galanthus sp. Amaryllidaceae The Nertherlands 1958 AJ745689 AJ716079 AJ705018
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2014

MUCL3204 Galanthus sp. ~ Amarylidaceae  The Nertherlands 1963 AJ745690 AJ716078 AJ705017 g(t)%ags etal.
9701 Gladiolus sp.  Iridaceae i 1997 AJ745691 AJ716080 AJ705019 S(t)%egs etal.
B. gladiolorum
MUCL3865 Gladiolus sp.  Iridaceae The Nertherlands, g5 AJ745692 AJ716081 AJ705020 Sadtsetal.
Andijik 2005
MUCL444 Allium ursinum  Alliaceae Belgium 1958 AJ745693 AJ716083 AJ705022 Sé%ags etal.
B. globosa
MUCL21514  Allium ursinum  Alliaceae UK 1963 AJ745694 AJ716082 AJ705021 S(t)%?s etal.
D10_B _F1-06 F. ananassa Rosaceae Germany 2010 i JX266717 ;g:%ch etal.
G09_S33 F. ananassa Rosaceae Greece 2009 i JX266719 ;g:%ch etal.
D10_B _F3-05 F. ananassa Rosaceae Germany 2010 ) JX266718 ;e:och etal.
Botrytis Group 013
S
ICMP 19667 Vitis vinifera Vitaceae NZ, Waipara ; ) KC620327 KC620364 ;‘(’)?zs"’” etal.
ICMP 19663 Vitis vinifera  Vitaceae NZ, Auckland - - KC620328 KC620363 ;82‘2“0“ etal.
ICMP 19678 Vitis vinifera  Vitaceae NZ, Auckland - - KC620331 KCe20357 Johnstonetal.




The Nertherlands,

50

Staats et al.

0001 Hyacinthus sp. Hyacinthaceae 1999 AJ745695 AJ716084 AJ705023
Lisse 2005
B. hyacinthi e NaTRaT :
MUCL442 Hyacinthus sp.  Hyacinthaceae eNertherlands, 4 g5g AJ745696 AJ716085 AJ705024 ©Saws etal
Breezand 2005
B. medusae B-555 Vitis vinifera Vitaceae Australia - MH732870 MH732866 MH732861 -opez-Hulz et
al. 2019
MUCL18857  Narcissussp.  Amarylidaceae UK 1972 AJ745698 AJ716086 AJ705025 ;‘;‘:‘b ok
5
B. narcissicola S era
MUCL2120 Narcissus sp. Amaryllidaceae Canada 1961 AJ745697 AJ716087 AJ705026 '
2005
MUCL16084  Paeoniasp. Paeoniaceae Belgium 1970 AJ745700 AJ716089 AJ705028 © oaw etdl
2005
B. paeoniae t
0003 Paeonia sp. Paeoniaceae The Netherlands 2002 AJ745699 AJ716088 AJ705027 O oo Stel
2005
N ) . Staats et al.
CBS 497.50 Pelargonium sp. Geraniaceae Norway 1949 AJ745662 AJ716046 AJ704990
2005
Staatset=at:
B. pelargonii MUCL1152 Pelargonium sp. Geraniaceae Norway 1960 AJ745701 AJ716090 AJ705029 2005
PG-S005 Panax ginseng  Araliaceae China 2016 KY827218 KY827202 KY827186 Luetal 2019
PG-S015 P. ginseng Araliaceae China 2016 KY827228 KY827212 KY827196 Lu etal. 2019
VD256* Vitis vinifera Vitaceae Courteron, France 2007 N/A JF421576 JF421574 oo o
2011
B. Vaccinium Saito et al
pseudocinerea X004 Ericaceae Stockton, CA 2012 KJ796647 KJ796655 KJ796651 2014. 201 6
corymbosum ,
X1303 Vaccinium Ericaceae Delano, CA 2013 KJ796650 KJ796658 KJ796654
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Saito et al.
corymbosum 2014, 2016
10091 Vitis vinifera Vitaceae Versailles, France - JN692428 JUN692400 JN692414 Zhou et al. 2014
D08 _H_8-15 F. ananassa Rosaceae Germany i i JX266721 ;:T;(‘" st
N11_S _E06 F. ananassa Rosaceae Norway 2012 i JX266723 ;;';;’” o
. . Auckland, New - - Johnston et al.
ICMP 19670 V. vinifera Vitaceae Zealand KC620318 KC620371 2014
. . Auckland, New - - Johnston et al.
ICMP 19671 V. vinifera Vitaceae Zealand KC620319 KC620372 2014
. . Auckland, New - - Johnston et al.
ICMP 19672 V. vinifera Vitaceae Zealand KC620320 KC620368 2014
ICMP 19673 V. vinifera Vitaceae Auckland, New - - KC620321 KCe20367 Hohnstonetal
Zealand 2014
Séo Joaquim, - - N
Santa Catarina, Estudo
COAD 3389 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
Sé&o Joaquim, - - _
Santa Catarina, Estudo
COAD 3390 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
Sao Joaquim, - - -
Santa Catarina, Estudo
COAD 3391 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
Séo Joaquim, - - N
Santa Catarina, Estudo
COAD 3398 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
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Séao Joaquim, - - -
Santa Catarina, Estudo
COAD 3399 Acca sellowiana Myrtaceae Brasil 2021
MUCL21492  Narcissussp.  Amarylidaceae UK 1963 AJ745703 AJ716092 AJ705031 Srasetal.
2005
B. polyblastis
. Staats et al.
CBS287.38*  Narcissussp,  Amanlidaceae UK 1938 AJ745702 AJ716091 AJ705030
' ' 2005
Poly-1 g‘f\?ﬁ:’e' Gansu, 541 MG846506 MG846501 MG846496
B.polygoni  Poly-2 Polygonaceae onawei. Gansu, 201 MGB46507 MGB46502 MGB4s4g7 ' o9 & 2
China 2021
Poly-3 E‘:I‘r?:’e' Gansu, 5515 MG846508 MG846503 MG846498
MUCL3234* Allium sp. - 1926 AJ745704 AJ716093 AJ705032 °aaw etdl
Alliaceae 2005
B. porri
MUCL3349 Allium sp. Belgium 1963 AJ745705 AJ716094 p |17nsnar  Staatsetal.
Alliaceae 2005
Bpru-21 * Prunus salicina  Rosaceae Pirque, Chile 2012 KP339987 KP339994 KP339980 F‘,Z%r:asda etal,
B. prunorum  Bpru-8 Prunus salicina  Rosaceae Pirque, Chile 2012 KP339986 KP339993 KP339979 F‘,Z%r:%da etal,
Bpru-1.2 Prunus salicina ~ Rosaceae Rosario, Chile 2013 KP339989 KP339996 KpPa3gese | oradaetal.,
2016
formi «  Sedum Shiyan, HuBei Zhang et al
B. pyriformis SedsarBC-2 | iyan, HuBei, ang et al.
sarmentosum Crassulaceae China 2010 KJ543489 KJ543485 2017

KJ543493
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Sedum Shiyan, HuBei, Zhang et al.
SedsarBC-1 sarmentosum Crassulaceae China 2010 KJ543492 KJ543488 KJ543484 2017
i Sedum Shiyan, HuBei, Zhang et al.
SedsarBC-3 sarmentosum Crassulaceae China 2010 KJ543494 KJ543490 KJ543486 2017
. . Staats et al.
B. ranunculi. CBS178.63 Ranunculus sp.  Ranunculaceae = USA 1963 AJ745706 AJ716095 AJ705034 2005
OnionBC-23*  Allium fistulosum Alliaceae XianNing, Hubei, 5 EU514479 EUS514488 EUs19217 2angetal.
China 2010b
B. sinoallii
OnionBC-59 Allium fistulosum Alliaceae JianShi,, HuBei, 57 FJ169678 FJ169658 FJ169646 2andetal
China 2010b
GBC-5* V. vinifera Vitaceae CS:E'IHZZ' Xinjiang, 5410 JN692427 JUN692399 JNG92413  Zhou et al. 2014
B. sinoviticola
GBC-3-3¢ V. vinifera Vitaceae szﬁﬂin Hubel, 2009 ING92426 JNB92398 JIN692412 Zhou et al. 2014
MUCL21481 Allium. Alliaceae UK 1963 AJ745708 AJ716096 AJ705035 Slaalsetal.
Triquetrum 2005
B.
sphaerosperma
.
MUCL21482b A triquetrum  Alliaceae UK 1963 AJ745709 AJ716097 AJ705036 Soaseta

2005




54

PRI026 A. cepa Alliaceae - . AJ745707 AJ716100  AJ705039 Sg%%ts etal.
. . Staats et al.

B. squamosa MUCL1107 A. cepa Alliaceae USA 1923 AJ745710 AJ716098 AJ705037 2005
MUCLO112 A. cepa Alliaceae The Nertherlands 1966 AJ745711  AJ716099 AJ705038 S(t)%asts etal
BT9830 Tulipa sp. Liliaceae The Nertherlands 2000 AJ745713  AJ716102  AJ705041 S(t)%fs etal
. . - Staats et al.

B. tulipae BT9001 Tulipa sp. Liliaceae The Nertherlands 2000 AJ745712 AJ716101 AJ705040 2005
BT9901 Tulipa sp. Liliaceae The Nertherlands, o509 AJ745714  AJ716103 AJ705042 Sroasetal

Apeldoom 2005
M. fructigena 9201 ) ] ] 1992 AJTAST1S  AJT16047 AJ705043 Sraa® e
S. sclerotiorum 484 ] ] ] . AJ745716  AJ716048 AJ705044 Sradsetal

2005
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