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Resumo

ABREU, Vanessa Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de
2015. Botryosphaeriales endofiticos e fitopatogénicos causadores de podriddes
pos-colheita em frutos de goiabasOrientador: Olinto Liparini PereiraCo-
orientadora: Marisa Vieira de Queiroz.

A goiabeira (Psidium guajava) é uma cultura de grande importancia, destacando-se
como uma atividade econdmica e social de grande expressdo. Nativa da América
Tropical, a goiabeira, € amplamente cultivada em todas as regides do Brasil. A
producdo da goiabeira tem sido limitada por varios fatores, dentre eles, destacam-se
as doencas, com especial énfase as que ocorrem em pdés-colheita. A pinta-preta da
goiaba € a doenca poés-colheita de maior incidéncia. As goiabas acometidas pela
doencga apresentam sintomas que constitseenmcialmente, de pontos deprimidos,

0s quais evoluem rapidamente na superficie dos frutos, de forma concéntrica e
tornam-se lesdes de coloracdo escura com diversos pontos negros correspondendo
aos sinais do patdégeno. Varios trabalhos associam a pinta-preta da goiaba ao fungo
Phyllosticta psidiicola entretanto, ainda ndo existem trabalhos mais abrangentes com
estudos taxondémicos mais apurados que investiguem qual o real agente etiol6gico
dessa doenca. Além da pinta-preta da goiaba, existem outras doencas de pds-colheita
muito comuns causadas por fungos da ordem Botryosphaeriales como a podridao
parda associada ao fungo Dothiorella dominicana e a podriddo de Lasiodiplodia
associada a Lasiodiplodia theobromae. Entretanto, também existe uma caréncia de
estudos mais abrangentes associados a essas doencas. Nos Ultimos anos novas
espécies tém sido propostas a partir de estudos moleculares, evidenciando a
existéncia de um complexo de espécies. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram
estudar a etiologia da pinta-preta da goiaba baseada na combinacao de caracteristica
morfolégicas e moleculares, verificar o relacionamento das espécies causadoras
dessa doenca com as espécies endofiticas, estabelecer o posicionamento filogenético
das espécies encontradas, bem como comprovar a patogenicidade das espécies
associadas. Foram realizadas coletas de goiabas com sintomas de podriddes pos-
colheita, frutos secos e mumificados nos mercados do municipio de Vidlisas

Gerais e em uma éarea de cultivo no municipio de PiralM&nas Gerais. Folhas,

ramos e frutos sadideram coletados nesta mesma area, a fim de obter os isolados
endofiticos correspondentes a area com elevada ocorréncia da doenca na poés-
colheita. Isolados monospdricos foram obtidos e armazenados. Estes tiveram o DNA
extraido e a regido TERLamplificada e sequenciada. A partir dos resultados das
andlises filogenéticas, um isolado representativo de cada espécie foi selecionado para
a caracterizacdo morfoloégica e testes de patogenicidade. Seis espécies de
Botryosphaeriales foram identificadas, entre elas, trés pertencentes ao género
Neofusicoccum, uma pertencente ao género Phyllosticta e duas espécies de
Lasiodiplodia. Entre estas espécies, duas serdo propostas como novas
(Neofusicoccum spe Lasiodiplodia sp.). Todas as espécies foram comparadas
morfolégica e filogeneticamente, com excecdo de Lasiodiplodia sp. que néo
esporulou em meio de cultura. Todas as espécies tiveram patogenicidade
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comprovada. Os resultados deste trabalho serdo fundamentais para futuros estudos
envolvendo medidas de manejo da doenca, programas de quarentena e
especialmente, para o desenvolvimento de variedades de goiabas resistentes a pinta-
preta e outras podriddes de frutos.
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Abstract

ABREU, Vanessa Pereira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Endophytic and pathogenic Botryosphaeriales causing post-harvest fruit

rot of guava. Advisor: Olinto Liparini Pereira.Co-advisor: Marisa Vieira de
Queiroz.

The guava (Psidium guajava) is an fruit crop of great importance, standing out as an
economic and social activity of great expression. Native to tropical America, the
guava, is widely cultivated in all regions of Brazil. The production of guava has been
limited by several factors, specially the diseases, with special emphasis to those that
occur in post-harvest. The guava black spotipost-harvest higher incidence
disease. Diseased guavas presents symptoms that are initially depressed points,
which are changing rapidly on the surface of the fruit, concentrically and become
dark-colored with many black spots corresponding to the signs of the pathogens in
the lesions. Several studies associate the black guava spot with the fungus
Phyllosticta psidiicola however, there are no more comprehensive work with more
accurate taxonomic studies investigating the real causative agent of this disease.
Besides the black guava spot, there are other very common post-harvest fungal
diseases caused by the order Botryosphaeriales as the brown fruit rot disease
associated with Dothiorella dominicana and the Lasiodiplodia rot associated with
Lasiodiplodia theobromae. However there is also a lack of more comprehensive
studies associated with these diseases. In recent years new species have been
proposed based specially on molecular studies, showing the existence of a complex
of species. The objectives of this study were to study the etiology of black spot of
guava based on a combination of morphological and molecular characteristics, verify
the relationship of the species that cause this disease with the endophytic species,
establish the phylogenetic position of the species found, as well as prove the
pathogenicity of the associated species. Guavas samples were collected with
symptoms of post-harvest decay as also dried and mummified fruit disease in Vigosa
local markets - Minas Gerais and in a farming area with a high occurrence of the
disease after harvesting in the city of Pirauba - Minas Gerais. Healthy leaves,
branches and fruits were collected in the same area, in order to get the endophytic
isolates from this high incidence area. Single spore isolates were obtained and stored.
These has thBNA extracted and TEF&-+region amplified and sequenced. Based on

the results of the phylogenetic analysis one isolate of each species was selected for
morphological characterization and pathogenicity test. Six species belonging to the
Botryosphaeriales were identified, in which three belongs to Neofusicoccum genera,
one belongs to the genera Phyllosticta and two species of Lasiodiplodia. Among
these species, two will be proposed as new (Neofusicoccum sp. and Lasiodiplodia
sp.). All species were compared morphologically and phylogenetically except
Lasiodiplodia sp. since it was not sporulating in culture. All species proved to be
pathogenic. Despite its importance, the etiology of black spot and other post-harvest
fruit rot diseases has been neglected and remained obscure for a long time. The
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results of this work will be critical for future studies involving disease management,
quarantine programs and especially for the development of guava varieties resistant
to the black spot and others post-harvest fruit rot diseases.
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Abstract

The guava (Psidium guajava) is an fruit crop of great importance. The guava
black spot isa post-harvest disease high incidence. Studies associate the black guava
spot with the fungus Phyllosticta psidiicola however, there are no more comprehensive
work with more accurate taxonomic studies investigating the real causative agent of this
disease. Besides the black guava spot, there are other very common post-harvest fungal
diseases caused by the order Botryosphaeriales as the brown fruit rot disease associated
with Dothiorella dominicana and the Lasiodiplodia rot associated with Lasiodiplodia
theobromae. However there is also a lack of more comprehensive studies associated
with these diseases. In recent years new species have been proposed based specially on
molecular studies, showing the existence of a complex of species. The objectives of this
study were to study the etiology of black spot of guava based on a combination of
morphological and molecular characteristics, verify the relationship of the species that
cause this disease with the endophytic species, establish the phylogenetic position of the
species found, as well as prove the pathogenicity of the associated species. Six species
belonging to the Botryosphaeriales were identified, in which three belongs to
Neofusicoccum genera, one belongs to the genera Phyllosticta and two to Lasiodiplodia
Among these species, two will be proposed as new (Neofusicoccum sp. and
Lasiodiplodia sp.). All species were compared morphologically and phylogenetically
except Lasiodiplodia sp. since it was not sporulating in culture. All species proved their
pathogenicity. This study demonstrate for the first time that Phyllosticta capitalensis is
the causal agent of black spot of guava. This species was the most prevalent
Botryosphaeriales during our survey, however Neofusicoccum sp. and Lasiodiplodia sp.
were the most aggressive species. This is the first report of the occurrence of
Neofusicoccum this host. This study provides new information for future studies on



disease management, quarantine programs and especially for the development of guava
varieties resistant to the black spot and others post-harvest fruit rot diseases.

Keywords: Dothideomycetes, Guignardia, Lasiodiplodia, Neofusicoccum, Phyllosticta,
taxonomia.

Introducao

A goiabeira (Psidium guajava) é uma cultura de grande importancia,
principalmente no Nordeste brasileiro, destacando-se como uma atividade econémica e
social de grande expressdo (Moura Neto et al. 2008). A espécie tem origem na América
tropical, todavia € bem adaptada a diversas regides do mundo, sendo que no Brasil essa
cultura é difundida em todos os esta@@boudhury et al. 2001). O fruto possui alto
valor nutritivo, apresentando grande quantidade de vitamina A, B1, C, calcio, fésforo,
ferro e fibras sollveis. Possuem formatos diferentes, coloracdo da casca verde-amarela
variavel de acordo com a maturacao, polpa de coloracdo também variavel podendo ser
branca, rosada ou vermelha e o seu interior € preenchido por sementes (Carvalho 1994).
Além disso, apresentam excelentes propriedades organolépticas, tornando-os
aproveitaveis tanto para o consumo in natura quanto para a industrializacdo (Manica et
al. 2001).

Atualmente, o cultivo comercial da goiaba é voltado principalmente para a
industrializacdo, entretanto, o cultivo de mesa tem aumentado consideravelmente nos
dltimos anos (Piccinin et al. 2005). Em 2011, o Brasil produziu 342.528 toneladas de
goiaba em uma érea de 15.917 ha, sendo a regido Nordeste a maior produtora, com um
total de 151.903 toneladas, destacaselo-estado de Pernambuco. Ja a regido Sudeste é
a segunda maior produtora com um total de 149.169 toneladas, destacando-se os estados
de Sdo Paulo e Minas Gerais como 0s maiores produtores, respectivehgeiateual
2014).

Apesar da grande expansao da cultura no Brasil, a producdo da goiabeira tem
sido limitada por varios fatores, dentre eles, as doencas ocupam lugar de destaque. Entre
as doencas mais importantes essébacteriose, a ferrugem & antracnose. Outras
doencas também estdo presentes, como por exemplo, podriddo das raizes, tombamento
de mudas, cancro, mancha foliar, verrugose e as podridées dos frutos (Piccinin et al.
2005).

Além das doencas que ocorrem no campo, as doencas pos-colheita tém se
destacado na cultura por levarem a perdas expressivas. As doencas poés-colheita
representam sério obstaculo a cultura da goiaba, uma vez que comprometem a qualidade
e a quantidade dos frutos para a comercializacao (Fischer et al. 2011). Os sintomas de
doencas poés-colheita aparecem em diferentes graus de severidade, a medida que o fruto
amadurece, impossibilitando assim, o consumo (Bergamin Filho e Amorim 2007).
Martins et al. (2007) relataram que, a doenca poés-colheita mais frequente em goiabas de
mesa € a pinta-preta, corroborando com o levantamento realizado por Amaral et al
(2006) em duas regibes produtoras de Campinas-SP, nos quais a pinta-preta foi a
doenca de maior incidéncia. As goiabas acometidas pela doenca apresentam sintomas
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gue se constituem, inicialmente, de pontos deprimidos, os quais evoluem rapidamente
na superficie dos frutos, de forma concéntrica e tornam-se lesées de coloracdo escura
com diversos pontos negros correspondendo aos sinais do pafdgemaeira et al.

2001; Tozetto 1995; Tozetto e Ribeiro 1998).

Varios trabalhos associam a pinta-preta da goiaba ao fungo Phyllosticta
psidiicola Petrak (= Guignardia psidii Ulla&aRawal) (Ullasa e Rawal 1984; Martins
et al. 2007; Fischer et al. 2011) pertencente a ordem Botryosphaeriales, familia
Phyllostictaceae (Wikee et al. 2013a). Entretanto, ainda ndo existem trabalhos mais
abrangentes com estudos taxonémicos mais apurados que investiguem qual o real
agente etiologico dessa doenca. Atualmente varios trabalhos tém destacado
necessidade de associar técnicas moleculares aos estudos morfolégicos de espécies da
género Phyllosticta. A existéncia de poucos caracteres morfolégicos torna a
determinacao das espécies uma tarefa muito dificil, principalmente quando da existéncia
de espécies cripticas (Wikee et al. 2013a). Assim, estudos filogenéticos por
concordancia genealdgica associados aos estudos morfolégicos tém sido amplamente
utilizados na discriminacdo de espécies do género Phyllosticta e tém revelado diversas
espécies novas para a ciéncia (Glienke et al. 2011; Wang et al. 2012; Wong et al. 2012;
Su e @i 2012; Wikee et al. 2013Zhang et al. 2013

Além da pinta-preta da goiaba, existem outras doencas de pds-colheita muito
comuns causadas por fungos da ordem Botryosphaeriales como a podriddo parda
associada ao fungo Dothiorella dominicana e a podriddo de Lasiodiplodia associada a
Lasiodiplodia theobromaéPiccinin et al. 2005). Entretanto, também existe uma
caréncia de estudos mais abrangentes associados a essas doencas.

Fungos da ordem Botryosphaeriales incluem espécies saprofitas, endofiticas e
patogénicas de plantas com uma extensa gama de hospedeiros. Embora tenha sido
conhecido h& algum tempo que estes fungos podem infectar plantas saudaveis através de
aberturas naturais, foi somente no final de 1980 que eles foram reconhecidos como
fungos endofiticos (Slippers e Wingfield 2007). H& relatos de que fungos endofiticos
podem se tornar patdgenos, sob certas condicdes e vice-versa (Schulz e Boyle 2005;
Kogel et al. 2006; Slippers e Wingfield 20(eier et al. 2015). Entretanto, para o
género Phyllosticta esta hipotese ainda ndo € aplicavel. Atualmente, existem diversos
trabalhos taxonémicos envolvendo esse género que comparam espécies fitopatogénicas
com espécies endofiticas em diversos hospedeiros (Glienke et al. 2011; Zhang et al.
2013; Wang et al. 2012; Wong et al. 2012; SuaeaD12; Wikee et al. 2013b), porém
estes grupos sempre permaneceram em posi¢des filogenéticas distintas, como no caso
de Phyllosticta capitalensis endofitico, isolado frequentemente em espécies de citros,
mas que € filogeneticamente distinta das espécies patogénicas P. citricarpa, P.
citriasiana, P. citribraziliensisP. citrichinaensis causadoras geta-preta dos citros
(Wulandari et al. 2009; Glienke et al. 2011; Wang et al. 2012; Wikee et al. 20133,
2013b).

Até 0 momento, sabe-se apenas que alguns patdégenos causadores de doencas
pés-colheita, como no caso da pinta-preta da goiaba, sobrevivem na forma de infeccao
quiescente nos frutos e que irdo induzir a manifestagcdo dos sintomas durante o
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amadurecimento apoés a colheita (Martins et al. 2007; Fischer et al. 2011). Porém, ainda
ndo se sabe se 0s patdégenos causadores de doencas pds-colheita da goiaba sobreviver
como endofitico em outros 6rgédos da planta. Dessa forma, a realizagdo de estudos que
associem as espécies de Botryosphaeriales fitopatogénicas as espécies endofiticas em
um hospedeiro fornecerdo informagbes acerca das formas de sobrevieéncia
disseminacdo de patdgenos desse grupo que serdo importantes para a determinacéo de
formas de manejo da doenca.

Apesar da importancia e das perdas ocasionadas pelas doencas em goiaba, como
a pinta-preta, podriddo parda e podriddo de Lasiodiplodia, elas sdo negligemciadas
pouco estudadas. Assim, diante da importancia que a cultura da goiabeira tem adquirido
no Brasil e da caréncia de estudos relacionados a etiologia de doencas desta cultura,
uma correta identificacdo seguida de estudos acerca da ecologia dos patdégenos
fornecerdo informacdes de grande relevancia para o estabelecimento de medidas
fitossanitarias e de quarentena, além de auxiliar no desenvolvimento de variedades
resistentes.

Material e métodos

Obtencdo das amostras e isolamento

Para a obtencdo das amostras foram coletadas goiabas com sintomas de
podriddes pos-colheita, frutos secos e mumificados nos mercados locais do municipio
de Vicosa- Minas Gerais e em uma area de cultivo no municipio de Piral#iaas
Gerais. Folhas, ramos e frutos sadmam coletados nesta mesma éarea, a fim de obter
os isolados endofiticos. As amostras foram levadas para o Laboratério de Patologia de
Sementes e de Pds-Colheita, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Vicosa, onde foram examinadas, para verificar a possivel presenca de estruturas
reprodutivas dos fungos.

A partir de sinais dos patégenos sohs lesdes em frutos, foram realizados
isolamentos diretos em cultura (Alfenas et al. 2007). Apds o crescimento das culturas,
foi realizado a metodologia de ponta de hifa (Wikee et al. 2013a). Alternativamente,
uma massa de conidios foi transferida para uma placa de Petri contendo agar - agua a
2% (4gar agar, tipo | Himedip espalhados com uma alca de Drigalsky, e um (nico
conidio foi transferido, para uma placa de Petri contendo meio BDA, utilizando um
microscoépio estereoscopico [MAtiGMZ-168 (20X)]. As placas foram incubadas a 25
°C.

Para a obtencéo dos isolados endofiticos, fragmentos de 5 mm de diametro de
folhas, ramos e frutos sadios foram desinfestados em etanol 95% por 1 minuto,
hipoclorito de sédio 3% por 1 minuto, etanol 95% por 30 segundos e lavados com agua
destilada esterilizada (Promputtha et al. 2007). Posteriormente, os fragmentos foram
dispostos sobre o meio BDA, em placas de Petri e incubados a 25 °C. Apés o
crescimento das colbnias, estas foram transferidas para placas de Petri contendo meio
BDA e mantidas a 25 °C, no escuro.



Apés a obtencdo de todos os isolados, as culturas puras crescidas em BDA
foram armazenadas em placas de Petri contendo meio BDA a 10 °C e pelo método
Castellani (Castellani 1967).

Extracdo de DNA, sequenciamento e analises filogenéticas

As culturas puras monospoéricas foram cultivadas em meio BDA a 25 °C durante
uma semana. Aproximadamente 40 mg de micélio foram removidos da superficie do
meio e dispostos em microtubos esterilizados de 1,5 mL. A extracdo do DNA genémico
foi processada por congelamento com nitrogénio liquido e trituracdo para um po fino
usando um almofariz. A trituracdo prosseguiu apos a adicdo de 100 puL de Nuclei Lysis
Solution da Wizard® do kit de purificagdo de DNA gendmico (Promega Corporation,
WI, EUA). Depois da primeira trituracdo, mais 500 pL da solugédo anterior foi
adicionada. A extracao prosseguiu como descrito por Pinho et al. (2012).

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com Machado et al. (2014)
utilizando a combinacédo de primers 728F (Carbone e Kohn 1999) e EF2R (Jacobs et al
2004) para amplificacéo parcial da regidao do Fator de Elongacéaol ¢hEF-

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pela Macrogen Inc.,
Korea (http://www.macrogen.com). As sequéncias de nucleotideos foram editadas com
o software BioEdit (Hall 2012).

As sequéncias consenso foram comparadas com o banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) utilizando o programa Mega BLAST. As sequéncias das
espécies dentro de cada género identificado foram baixadas no formato FASTA (Tabela
1) e alinhadas utilizando o programa de alinhamento de sequéncias multiplas Muscle®
(Edgar 2004), construido no software MEGA v. 6 (Tamura et al. 2011). Foram
realizados ajustes manuais, quando necessario. O alinhamento resultante foi depositado
em TreeBASE (http://www.treebase.org/).

As andlises de Inferéncia Bayesiana (BI) foram realizadas empregando o método
da cadeia de Markov Monte Carlo. O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi
determinado para cada gene utilizando o MrMODELTEST 2.3 (Posada e Buckley 2004)
e selecionados de acordo com o Akaike Information Criterion (AIC). O modelo de
evolucdo HKY+G foi selecionado para a arvore de espécies de Phyllosticta e de
Lasiodiplodia, GTR+G para a arvore de espécies de Neofusicoccum. A analise
filogenética foi realizada no portal CIPRES (Miller et al. 2010) utilizando MrBayes
v.3.2.3 (Ronquist e Huelsenbeck 2003). Quatro cadeias MCMC foram executadas
simultaneamente, a partir de arvores aleatdrias até 10 000 000 geracdes. As arvores
foram amostradsa cada 1000 geracdes, resultando em 10 000 arvores. As primeiras 2
500 arvores foram descartadde cada analise. Os valores de probabilidade posterior
(Rannala e Yang 1996) foram determinados a patimdore consenso por meio das
500 arvores remanescentes. As arvores foram visualizadas no software FigTree
(Rambaut 2009) e exportadas para programas graficos. A arvore das espécies de
Phyllosticta foi enraizada com Guignardia rhodorae CBS904.68vore das espécies



de Neofusicoccum foi enraizada com Spencermartisia viticila CBS11&@0@rvore
das espécies de Lasiodiplodia foi enraizada com Neoscytalidium hyalinum CBS499.66.

Caracterizacao morfologica

As culturas puras com auséncia de esporulacdo referentes aos isolados
representativos identificados nas analises filogenéticas foram cultivadas em placas de
Petri contendo agar - agua a 2%, sobrepostos com palha defoiliacde palmeirau
ramos de Pinus triplamente autoclavados e incubados a 25 °C sob um fotoperiodo de 12
horas com luz préxima a ultravioleta, para induzir a formacao de estruturas reprodutivas
(Machado et al. 2014). A partir destas estruturas foram preparadas laminas em
lactofenol para a observacdo das mesmas sob microscopio de luz OLYMPUS CX31
Foram realizadas trinta medi¢cdes de todas as caracteristicas morfolégicas relevantes
para identificacdo das espécies. As imagens das estruturas foram obtidas através de um
microscépio de luz OLYMPUS BX53 equipado com uma camara digital (OLYMPUS
Q-Color5 ™), controlada por software (cellSens 1,9 DIGITAL software de imagem -
OLYMPUS). Uma amostra representativa de cada taxon foi depositada no herbério
local, na Universidade Federal de Vicosa (Herbario VIC), e todos os isolados seréo
posteriormente depositados na colecdo de culturas Octavio Almeida Drummond
(COAD) pertencente a Universidade Federal de Vigosa (Minas Gerais, Brasil).

Teste de patogenicidade

Para a inoculacdo, um isolado representativo de cada espécie foi cultivado em
placas de Petri contendo meio BDA e incubados a 25 °C, durante sete dias, para fungos
do género Neofusicoccura Lasiodiplodia, e quinze dias, para fungos do género
Phyllosticta. Foram selecionadas cinco goiabas assintomaticas para cada isolado, além
do controle. Os frutos foram lavados em agua corrente com sabédo, enxaguados e secos a
temperatura ambiente. Discos de sete milimetros de diametro contendo micélio foram
obtidos com furador de cortica esterilizado. O processo de inoculacdo consistiu no
ferimento dos frutos com um conjunto de agulhas esterilizadas e sobre estes, foram
dispostos os discos contendo micélio, com a parte micelial voltada para a superficie do
fruto. Os frutos usados no controle também sofreram ferimentos e receberam apenas
discos de BDA. Os frutos inoculados foram dispostos em bandejas plasticas juntamente
com uma porcdo de algoddao umedecido com agua destilada e autoclavada. Estas
bandejas foram envoltas com um filme plastico e acondicionadas em temperatura
ambiente durante oito dias para os isolados de Neofusicoccum e de Lasiodiplodia e dez
dias para os isolados de Phyllosticta. A agressividade dos isolados foi avaliada por
medicdo do diametro da lesdo em cada fruto a cada dois dias apos a inoculacdo. Os
fungos foram reisolados dos frutos sintomaticos experimentalmente inoculados.



Resultados

Sintomatologia e isolamento dos fungos

Em frutos sintométicos, pintas pretas deprimidas apareceram na superficie dos
mesmos e evoluiram formando les6es concéntricas maiores, as quais podem coalescer
em estagios mais avangados da doenca. Em lesdes mais antigas, numerosos cirros
podem ser formados sobre os picnidios. Em frutos mumificados, toda a superficie
encontrava-se escura com sinais do patégeno e em frutos com podridées, o0 mesmo
encontrava-se amolecido com uma grande parte do fruto mais escura. Entretanto nas
folhas, ramos e frutos sadios, ndo foram observados esses sintomas (Figura 1).

Foram levados para o laboratério 51 frutos sintomaticos, 24 ramos e folhas e 7
frutos sadios. A partir destas amostras, foram obtidos 71 isolados pertencentes a ordem
Botryosphaeriales. Destes, 37 isolados pertencem ao género Phyllosticta (52%), 20 ao
género Lasiodiplodia (28%) e 14 ao género Neofusicoccum (20%), mostrando uma
maior frequéncia de fungos do género Phyllosticta (Figura 2).

Dos isolados de Phyllosticta obtidos, 9 foram isolados como endofiticos de
folha, 5 foram isolados de frutos sadios e os demais de frutos sintomaticos. J4 para
Lasiodiplodia, um foi isolado como endofitico de folha e os demais de frutos
sintométicos. Para Neofusicoccum, um foi isolado como endofitico de ramo, um de fruto
sadio e os demais de frutos sintoméaticos.

Extracdo de DNA, sequenciamento e analises filogenéticas

Apds o0 sequenciamento dos 71 isolados, os mesmos foram comparados com
base nas sequéncias da regido do fator de elongacdo {JEfila uma possivel
indicacdo da identidade de cada isolado (Marques et al.; 2048 et al. 2014;
Machado et al. 203MNetto et al. 2014). As reacdes de PCR foram realizadas com éxito
para todos os isolados. Os fragmentos de PCR de aproximadamente 700 pb foram
gerados para a regido TEER1-

A andlise filogenética das espécies de Phyllosticta foi realizada com 52daxa e
alinhamento das sequéncias resultou em um total de 245 caracteres, dos quais 62 eram
parcimOnia-informativo, 104 foram variaveis e 137 foram conservados (Figura 4). A
andlise filogenética das espécies de Lasiodiplodia foi realizada com 66 taxa e o
alinhamento das sequéncias resultou em um total de 281 caracteres, dos quais 84 eram
parcimoénia-informativo, 126 foram variaveis e 150 foram conservados (Figura 5). A
analise filogenética das espécies de Neofusicoccum foi realizada com 62 taxa e o
alinhamento das sequéncias resultou em um total de 288 caracteres, dos quais 68 eram
parcimoénia-informativo, 109 foram variaveis e 174 foram conservados (Figura 6).

A partir das analises filogenéticas (Figuras 4, 5 e 6) e morfologicas (Tabela 2),
foi possivel identificar uma espécie de Phyllosticta, a qual agrupou formando um
grande clado com a espécie P. capitalensis (Figuras 3K-O e 4), duas espécies de
Lasiodiplodia, que separaram em 2 clados (Figura 5). Quinze isolados formaram um
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grande clado com a espécie de Lasiodiplodia theobromae (Figura 3A-E). Cinco isolados
formaram um clado separado, proximo a espécie de Lasiodiplodia gonubiensis, com
alto suporte (100%), que sera proposta como uma possivel espécie nova, e trés espécies
de Neofusicoccupque separaram em 3 clados (Figura 6). Nove isolados formaram um
grande clado dentro de um complexo de espécies (Neofusicoccum batgnijarum
umdonicola N. kwambonambienséN. cordaticola N. brasiliensgN. ribis) (Figura 3F-

J). Um isolado agrupou com a espécie N. parvum e, quatro isolados formaram um clado
separado com alto suporte (94%), que sera também posteriormente proposta como uma
possivel espécie.

Neofusicoccum sp(a ser proposta como uma nova espécie) (Figura 7)

Ascomata ndo observado. Conidiomata picnidial, erumpente, marrom escuro a
preto, solitario, uniloculado formado sobre ramos de Pinus em cultura incubados a 25
°C e fotoperiodo de 12h durante 30 dias. Células conidiogénicas cilindricas a
ampuliformes, hialinas, holoblasticas, oriundas da parede interna do estrd®a 9
1.5-2.5 um. Conidios hialinos, parede lisa e delgada, fusiforme a elipsoidal, asseptados,
apice arredondado e base truncada;246x 4.56 um. Espermacias e sinanamorfo
semelhante a Dichomera nao observados.

Material examinado: BRASIL, Vigcosa, Minas Gerais, em frutos de Psidium guajava,
2014, V. P. de Abreu, Isolado 982. Outros isolados examinados estao listados na Tabela
1.

Lasiodiplodia sp.(a ser proposta como uma nova espeécie)

Até o presente momento nao foi possivel induzir a esporulacdo dos isolados.
Entretanto com base na analise filogenética, esses isolados agrapamanmsn clado
monofilético de elevado suporte de valor de probabilidade posterior. Sendo assim, estes
serao futuramente propostos como uma possivel nova espécie com base em caracteres
moleculares.

Material examinado: BRASIL, Vigcosa, Minas Gerais, em frutos de Psidium guajava,
2014, V. P. de Abrewsisolados examinados estao listados na Tabela 1.

Teste de patogenicidade

Todos os isolados foram patogénicos nos frutos de goiaba, resultando em lesdes
visiveis a partir do segundo dia apés a inoculacdo para Neofusicetasmdiplodiae
a partir do sexto dia apds a inoculacao para Phyllosticta (Figura 8). No segundo dia, 0s
sintomas de Lasiodiplodia e de Neofusicoccum foram lesdes inicialmente de coloracéo
castanha em torno dos locais de inoculacdo e micélio aéreo branco (Figura 8F e 8J).
Com o passar dos dias as lesdes evoluiram constituindo-se de coloracdo castanha mais
escura e miceélio aéreo um pouco mais escuro cobrindo todo o fruto no oitavo dia apos a
inoculacdo (Figura 8H e 8L). Durante o desenvolvimento da doenga houve a formagéo
de numerosos picnidios (Figura 8H e 8L). Em frutos inoculados com Phyllosticta, os
sintomas apareceram no sexto dia, consistindo de uma leséo escura e deprimida (Figura

80) e com o passar dos dias (10° dia), as lesdes aumentaram de tamanho chegando a tel
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em meédia 3,16 centimetros de comprimento e 3,25 centimetros de largura (Figura 8P).
Foi possivel reisolar os fungos inoculados a partir dos tecidos doentes.

Discussao

Diante da importancia das doencas poés-colheita da goiaba causadas por fungos
da ordem Botryosphaeriales no Brasil, com base em analises filogenéticas aliadas aos
estudos morfologicos, este trabalho apresenta uma identificacdo acurada dos seus
agentes etioldgicos além de permitir uma inferéncia sobre a ecologia destes patdégenos.

Dentre as doencas estudadas neste trabalho, a pinta-preta da goiaba, associada
pela primeira vez a espécie Phyllosticta capitasef@ a doenca mais frequente (52%),
tanto nos frutos obtidos dos mercados do municipio de Vicosa como também na area
produtora de goiaba, no municipio de Pirauba. Estes dados corroboram com o
levantamento realizado por Amaral et al. (2088artins et al. (2007), nos quais a
pinta-preta foi a doengca de maior incidéncia. Também associado ao sintoma da pinta-
preta da goiaba foram obtidos isolados do género Neofusicoccum (20%), entretanto com
base nos resultados dos testes de patogenicidade, este género ndo é considerado comc
um dos agentes causala pinta-preta, uma vez que nao reproduziu os sintomas nos
frutos experimentalmente inoculados. Além destas doencas, também foram encontradas
goiabas com sintomas de podridao de Lasiodiplodia (28%).

Para uma primeira andlise, foi utilizado apenas o gene do fator de elongacéo
(TEF1l-) para separar as possiveis espécies (Marques et al. 2013; Hyde et al. 2014;
Machado et al. 2014; Netto et al. 2014), uma vez que este gene utilizado é recomendado
como marcador pardentificacdo de espécies da ordem Botryosphaeriales (Hyde et al
2014). Porém, para estudos taxondémicos e a identificacdo de novas espécies, um Unico
gene ndo apresenta suporte filogenético suficiente. Além da andlise das sequéncias
geradas do TEF&; outros genes e regides génicddS, pt e ACT) estdo sendo
sequenciados para dar maior robustez resultados e serdo posteriormente utilizados
para se aumentar o suporte filogenético e também devido a necessidade da confirmacao
das novas espécies a serem propostas.

A identificacdo das espécies do género Phyllosticta, ainda € fonte de
controvérsia (Okane et al. 2001; Baayen et al. 2002; Motohashi et al. 2008; 2009). A
existéncia de poucas caracteristicas morfoldgicas torna a determinacao das espécies uma
tarefa muito dificil, principalmente quando da existéncia de espécies cripticas (Glienke
et al. 2011; Zhang et al. 2013; Wang et al. 2012; Wong et al. 2012; Su e Cai 2012;
Wikee et al. 2013a Recentemente, as analises filogenéticas baseadas em sequéncias
multilocus aliadasacs estudos morfoldégisotornaram-se uma importante ferramenta
para resolver a taxonomia desse grupo. Dessa forma, um progresso significativo foi
alcancadma diferenciacéo de espécies de Phyllosticta (Glienke et al. 2011; Wikee et
al. 2011 Wang et al. 201,2Wong et al. 2012; Wikee et al. 201 Rhillips et al. 2018
Seguindo esta abordagem, neste trabalho, todos os isolados de Phyllosticta foram
identificados como P. capitalensis, devido formarem um grande clado com sequencias
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do tipo dessa espécie (CBS128856) (Figura 4) e por apresentarem as caracteristicas
morfométricas similas(Tabela 2).

Espécies de Neofusicoccum foram observadas causando podriddes pos-colheita
em varios hospedeiros, como por exemplo em moréingpes et al. 2014) e manga
(Batista et al. 20L2Marques et al. 2013), porém existe uma caréncia de estudos
envolvendo o género Neofusicoccum no Brasil. Neste estudo, baseado em analises de
sequéncias parciais do gene TEE-nove isolados de Neofusicoccum formaram um
grande clado dentro de um complexo de espécies (Neofusicoccum batgnijarum
umdonicola N. kwambonambiens@. cordaticolaN. brasiliensgN. ribis). Um isolado
agrupou com a espécie N. parvum, entretanto nao foi possivel realizar uma analise da
morfologia, devido a auséncia de esporulacdo do isolado. E quatro isolados formaram
um clado separado com alto suporte (94%) (Figura 6

Neofusicoccum sp. foi claramente separado de N. algeriense formando um clado
monofilético com alto suporte (Figurg &lém disso, os conidios de Neofusicoccum sp.
sdo maiores do que os de N. algeriense (Tabela 2). Apesar de outro Neofusicoccum sp.
obtido durante as coletas estar dentro de um complexo de espécies, este apresentou
dimensbes de conidios semelhantes a N. umdonicola (Tabela 2). Entretanto, estes
resultados mostram que apenas com sequencias ddolEfo- é possivel fazer a
distincdo de todas as espécies de Neofusicoccum. Posteriormente, serdo necessarias a
inclusdo de outras sequéncias como ITS e beta tubulina a analise filogenética com a
finalidade de fornecer um maior suporte para a distincdo destas espécies (Hyde et al.
2014). Esta € a primeira descricdo da ocorréncia de Neofusicoccum neste hospedeiro.

Neste trabalho foram identificadas duas espécies de Lasiodiplodia, as quais se
agruparam em dois clados distintos. Quinze isolados formaram um grande clado com a
espécie de Lasiodiplodia theobromae, e cinco isolados formaram um clado separado,
proximo a espécie de Lasiodiplodia gonubiensis, com alto suporte filogenético (100%),
separando das demais espécies, sendo uma possivel nova espécie YHpuiad a
auséncia de esporulacdo dos isolados da nova espécie ndo foi possivel realizar as
analises morfoldgicas. Porém, outros métodos de esporulacdo serdo posteriormente
testads. Neste estudo, L. theobromae apresentou conidios de tamanho similar, porém
apresentou parafises com dimens@es maiores do que as descricdes anteriores (Tabela 2).

Todos os isolados foram patogénicos para a goiaba. Os isolados de
Neofusicoccume Lasiodiplodia foram mais agressivos do que os isolados de
Phyllosticta. Dessa forma, observou-se que os isolados do género Neofusicoccum
estavam apenas associados a pinta-preta e ndo reproduziram 0s mesmos sintomas
observados no campo. Phyllosticta capitalensis € o agente causador da pirga-preta
reproduziu 0s mesmos sintomas nos frutos experimentalmente inoculados, porém os
mesmos apareceram de forma mais lenta. Isto ocorre pelo fato de que esses patdogenos
normalmente infectam os frutos e ficam em estagio de quiescéncia até que os niveis de
acucares dos frutos aumentem durante o periodo de amadurecimento, surgindo entao
sintomas de podriddes (Kim et al. 200Imket al. 2004; Martins et al. 2007; Fischer et
al. 2011). Dessa forma, este trabalho apresenta um novo relato de podriddo causada por
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espécies de Neofusicoccum. Além disso, a podriddo de Lasiodiplodia pode ser causada
por um complexo de espécies do género.

Este estudo também buscou avaliar a ocorréncia de espécies de
Botryosphaeriales como endofiticos em folhas, ramos e frutos sadios. Neofusieoccum
Lasiodiplodia foram encontrados em menor propor¢cao. Em folhas e frutos sadios foi
possivel encontrar Phyllosticta capitalensis, que apesar de ser considerado um tipico
endofitico ou um patégeno pouco agressiVdikee et al. 2013b), reproduziu os
mesmos sintomas observados no campo, satisfazendo assim os postulados de Koch.
Estes resultados corroboram com os relatos de que fungos endofiticos podem se tornar
patdgenos, sob certas condicdes e vice-versa (Schulz e Boyle 2005; Kogel et al. 2006;
Slippers e Wingfield 2007). Ja em outros trabalhos, Phyllosticta capitaéessiada
frequentemente em espéciesciteos como endofitico, mostrando-se incapaz de causar
doenca,e é filogeneticamente distinta das espécies patogénicas P. citricarpa, P.
citriasiana, P. citribraziliensisP. citrichinaensis, causadoras da pinta-preta dos citros
(Wulandari et al. 2009; Glienke et al. 2011; Wang et al. 2012; Wikee et al. 2013a;
2013b). Isto pode ser explicado pelo fato de que a espécie P. capitalensis ocorre em
uma ampla gama de hospedeiros, e que a biologia dessa espécie ainda carece de estudos

Com base na ampla distribuicdo taxondmica e alta frequéncia de infeccbes de
fungos endofiticos em plantas, acredita-se que a maioria, se nao todos os fungos dessa
ordem podem ter uma fase endofitica. Porém o uso do termo endofitico pode ser
controverso quando refere-se ao papel ecolégico do organismo, particularmente na
descricdo mutualista vs. patdgenos latentes. Alguns fungos dessa ordem séo claramente
reconhecidos como patdégenos e poderiam ser descritos como patdgenos latentes
(Slippers e Wingfield 2007).

A expressao de doencaawsadas por espécies da ordem Botryosphaeriales é
guase que exclusivamente associada com algum tipo de estresse ou condicdes de
crescimento ndo ideais por parte das plantas hospedeiras (Blodgett e Stanosz 1995; Ma
et al. 2001; Paoletti et al. 2001; Schoeneweiss 1981; Smith et al. 1994; Stanosz et al.
2001). Dessa forma, especula-se que os fungos desse grupo sobrevivam como
endofiticos no interior de seus hospedeiros sem causar sintomas aparentes e que nas
condicBes de estresse, estes iniciem a sua fase patogénica (Slippers e Wingfield 2007).
Porém, os aspectos relacionados a ecologia destes fungos ainda precisam ser estudados.

Diante disso, 0 aumento das areas de cultivo de goiaba tem contribuido com o
surgimento de varias doencas, sendo que, para Phyllosticta, Lasiodiplodia e
Neofusicoccum em goiabando existem dados sobre requerimentos ambientais para a
infeccdo, bem como néao existem trabalhos sobre a epidemiologia em campo para essas
doencas, nem para o seu controle pos-colheita (Soares-Colletii 2012). Dessa forma, este
trabalho fornece informacgdes essenciais para estes estudos e para o estabelecimento de
medidas fitossanitarias, de quarentena e auxilio no desenvolvimento de variedades
resistentes.
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Conclusdes Gerais

Seis espécies de Botryosphaeriales estdo associadas as podriddes pos-colheita da
goiaba;

Phyllosticta capitalensis, apesar de ser considerado um tipico endofitico ou um
patdgeno pouco agressivo, € 0 agente causador da pinta-preta em goiaba,
principal doenca pds-colheita da cultura;

Eda € a primeira descricdo da ocorréncia de Neofusicoccum causando doenca
neste hospedeiro;

A podridao de Lasiodiplodia pode ser causada por um complexo de espécies do
género;

Todas as espécies encontradas sdo patogénicas, Lasiodiplodiae spp.
Neofusicoccunspp. sdo mais agressivas, entretanto P. capitalensis ocorre em
maior incidéncia.
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Anexos

Tabela 1. Numero de acesso das sequéncias de DNA de Botryosphaeriales utilizadas
nas analises filogenéticas. Os isolados obtidos neste estédalestacados em negrito.

Espécies Isolados Hospedeiro/Substrato Numero de
acesso do
Genbank
TEF1-a
Guignardia mangiferae IMI 260576 Mangifera indica JF261501
Guignardia rhodorae CBS 901.69 Rhododendron sp. KF289230
Phyllosticta aloeicola CPC 21020 Aloe ferox KF289193
Phyllosticta aloeicola CPC 21021 Aloe ferox KF289194
Phyllosticta beaumarisii CBS 535.87 Muehlenbekia adpress KF289170
Phyllosticta brazillianiae CBS 126270 Mangifera indica JF343593
Phyllosticta capitalensis CBS 128856 Stanhopea sp. JF261507
Phyllosticta capitalensis CBS 123404 Musa paradisiaca FJ538391
Phyllosticta capitalensis CBS 115049 Bowdichia nitida FJ538382
Phyllosticta cordylinophila CPC 20261 Cordyline fruticosa KF289172
Phyllosticta foliorum CBS 447.68 Taxus baccata KF289201
Phyllosticta minima CBS 585.84 Acer rubrum KF289204
Phyllosticta rubra CBS 111635 Acer rubrum KF289198
Phyllosticta sphaeropsoidea CBS 756.70 Aesculus KF289202
hippocastanum

Phyllosticta capitalensis 1046 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1041 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1029 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1050 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1023 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1051 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1036 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1038 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1016 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1020 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1019 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1017 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1011 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1018 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1021 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1024 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1027 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1028 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1030 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1034 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1037 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1040 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1031 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1045 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1047 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1044 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1043 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1042 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1039 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1035 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1033 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1032 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1026 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1025 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1022 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1015 Psidium guajava -
Phyllosticta capitalensis 1004 Psidium guajava -
Neofusicoccum parvum CMWwW9081 Populus nigra AY236888
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Neofusicoccum parvum
Neofusicoccum algeriense
Neofusicoccum algeriense
Neofusicoccum algeriense
Neofusicoccum andinum
Neofusicoccum andinum
Neofusicoccum arbuti
Neofusicoccum arbuti
Neofusicoccum australe
Neofusicoccum australe
Neofusicoccum batangarum
Neofusicoccum batangarum
Neofusicoccum brasiliense
Neofusicoccum brasiliense
Neofusicoccum brasiliense
Neofusicoccum cordaticola
Neofusicoccum cordaticola
Neofusicoccum cryptoaustrale
Neofusicoccum cryptoaustiea
Neofusicoccum eucalpticola
Neofusicoccum eucalyptorum
Neofusicoccum
kwambonambiense
Neofusicoccum
kwambonambiense
Neofusicoccum luteum
Neofusicoccum luteum
Neofusicoccum macroclavatum
Neofusicoccum macroclavatum
Neofusicoccum mangiferae
Neofusicoccum mangiferae
Neofusicoccum mediterraneum
Neofusicoccum mediterraneum
Neofusicoccum nonquaesitum
Neofusicoccum nonquaesitum
Neofusicoccum occulatum

Neofusicoccum occulatum
Neofusicoccum parvum
Neofusicoccum parvum
Neofusicoccum pennatisporum

Neofusicoccum ribis
Neofusicoccum ribis
Neofusicoccum umdonicola
Neofusicoccum umdonicola
Neofusicoccum ursorum
Neofusicoccum ursorum
Neofusicoccum viticlavatum
Neofusicoccum viticlavatum
Neofusicoccum vitifusiforme
Neofusicoccum vitifusiforme
Spencermartisia viticola
Neofusicoccum
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.

CBS110301
ALG1
ALG11
ALG9Y9
CMW13446
CMW13455
CBS116131
CBS117090
CMW6837
CMW6853
CMW28320
CMW28363
CMM1269
CMM1285
CMM1338
CMW13992
CMW14056
CMW23786
CMwW23787
CMWG6539
CMW10125
CMW14023

CMW14140

CBS110299
CBS110497
WAC12444
WAC12446
CMW7024
CMW7797
CBS121558
PD312
PD301
PD484
CBS128008

MUCC286
CBS11091
CMW9O081
MUCC510

CMW7054
CMW7772
CMW14058
CMW14060
CMW23790
CMW24480
STEUS5041
STEUS5044
STEUS5050
STEU5252
CBS117009
1054
1006
1002
1008
982*
977
1010
973
978

Vitis vinifera

Arbutus menziesii
Arbutus menziesii
Acacia sp.
Terminalia catappa
Terminalia catappa
Mangifera indica
Mangifera indica
Mangifera indica
Syzygium cordatum
Syzygium cordatum

Eucalyptus grandis
Eucalyptus grandis
Syzygium cordatum

Syzygium cordatum

\itis vinifera
\itis vinifera
Eucalyptus globulus
Eucalyptus globulus
Mangifera indica
Mangifera indica
Eucalyptus
blueberry
bay laurel
Eucalyptus grandis
hybrid
Eucalyptus pellita
\itis vinifera
Populus nigra
Allocasuarina
fraseriana
Ribes sp.
Ribes sp.
Syzygium cordatum
Syzygium cordatum
Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.

Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava

AY573221
KJ657715
KJ657722
KJ657721
DQ306264
AY693977
KF531792
KF531791
AY339270
AY339271
FJ900654
FJ900653
JX513609
JX513608
JX513610
EU821868
EU821873
FJ752714
FJ752711
AY615133
AY236891
EU821870

EU821889

AY573217
EU673277
DQ093217
DQ093218
DQ093221
DQ093220
GU799462
GU251308
GU251296
GU251295
EU339509

EU339511
AY573221
AY236888
EF591976

AY236879
AY236877
EU821874
EU821875

FJ752708

FJ752709
AY343341
AY343342
AY343344
AY343343
AY905559
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Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Neofusicoccum sp.
Lasiodiplodia exigua
Lasiodiplodia exigua
Lasiodiplodia mahajangana
Lasiodiplodia mahajangana
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia theobromae
Lasiodiplodia brasililiense
Lasiodiplodia brasililiense
Lasiodiplodia viticola
Lasiodiplodia viticola
Lasiodiplodia jatrophicola
Lasiodiplodia iraniensis
Lasiodiplodia iraniensis
Lasiodiplodia missouriana
Lasiodiplodia missouriana
Lasiodiplodia gilanensis
Lasiodiplodia gilanensis
Lasiodiplodia plurivora
Lasiodiplodia mediterranea
Lasiodiplodia mediterranea
Lasiodiplodia pseudotheobroma
Lasiodiplodia pseudotheobroma
Lasiodiplodia macrospora
Lasiodiplodia hormozganensis
Lasiodiplodia hormozganensis
Lasiodiplodia parva
Lasiodiplodia parva
Lasiodiplodia citricola
Lasiodiplodia citricola
Lasiodiplodia egyptiacae
Lasiodiplodia egyptiacae
Lasiodiplodia euphorbiicola
Lasiodiplodia euphorbiicola
Lasiodiplodia euphorbiicola
Lasiodiplodia subglobosa
Lasiodiplodia subglobosa
Lasiodiplodia margaritaceae
Lasiodiplodia venezuelensis
Lasiodiplodia venezuelensis
Lasiodiplodia crassispora
Lasiodiplodia crassispora

983

984

988

989

998
CBS 137785

BL184

CMW27820
CMW27801
CBS124.13
CBS164.96
CBS111530

979

981

986

985

993

994

990

991

992

996

999

1001

987

980

995
CMM4015
CMM2255

UCD2553AR
uCbh2604MO

CMM3610
IRAN1517C
IRAN1519C

UCD2193MO
UCD2199MO

IRAN1523C
IRAN1501C
STEU5803
CBS137783
CBS137784
CBS116459
CMM3887
CMM3833
IRAN1500C
IRAN1498C
CBS456.78
CBS495.78
IRAN1522C
IRAN1521C
BOT10
BOT29
CMM3651
CMM3609
CMM3652
CMM4046
CMM3872
CBS122519
WAC12539
CMW13513
CBS110492
CMW22653

Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Retama raetam
broom bush

Terminalia catappa
Terminalia catappa

Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Psidium guajava
Mangifera indica
Carica papaya
\itis vinifera
\itis vinifera
Jatropha curcas
Citrus sp.
Mangifera indica
\itis vinifera
Vitis vinifera

\itis vinifera
Quercus ilex
\itis vinifera
Gmelina arborea
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Olea sp.
Mangifera indica
Cassava-field sb
Cassava-field soll
Citrus sp.
Citrus sp.
Mangifera indica
Mangifera indica
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Adansonia gibbosa
Acacia mangium
Acacia mangium

Pterocarpus angolensi

KJ638336
KJ638337
FJ900643
FJ900641
DQ458858
AY640258
EF622054

JX464049
KC481523
HQ288269
HQ288270
KF226690
GU945337
GU945338
HQ288267
HQ288268
GU945342
GU945341
EF445395
KJ638331
KJ638330
EF622057
KF226722
KF226718
GU945343
GU945344
EF622063
EF622065
GU945340
GU945339
IN814424
IN814428
KF226711
KF226689
KF226715
KF226723
KF226721
EU144065
DQ103568
DQ103570
EF622066
FJ888452
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Lasiodiplodia rubropurpurea WAC12536 Eucalyptus grandis DQ103572

Lasiodiplodia gonubiensis CBS115812 Syzygium cordatum DQ458877
Lasiodiplodia gonubiensis CMWwW14078 Syzygium cordatum DQ103567
Lasiodiplodiasp. 974 Psidium guajava -
Lasiodiplodiasp. 975 Psidium guajava -
Lasiodiplodiasp. 976* Psidium guajava -
Lasiodiplodiasp. 1013 Psidium guajava -
Lasiodiplodiasp. 1007 Psidium guajava -
Neoscytalidium hyalinum CBS499.66 Mangifera indica EU144063

*Isolado ex-tipo.

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas de Lasiodiplodia spp., Neofusicoccum spp. e
Phyllosticta spp. examinadas no presente estudo e em estudos anteriores.

Células Conidiogénicas

Espécies Conidios (um) Parafises (um) (um) Referéncia
L. theobromae 21-31x13-15.5 55 %34 - Alves et al. 2008
L. theobromae 21'5211210'5 21.5-64 x 2.5-7 11.5-19.5%x 59 Neste estudo
Espécies Conidios (um) Células C(:Sm;j logenicas Referéncia
N. algeriense 14.5-21 x 4.5-6.5 11.5-16.5 x 2.5-5 Berrafggffa' etal.
Neofu:;)coccum 16-24 x 4.5-6 9-13 x1.5-25 Neste estudo
Neom:g’occum 17.525 x 4.56.5 8-14x 1.52.5 Neste estudo
N. batangarum  12-20 x 4-6.5 11-27 x2-3.5 Phillips et al. 2013
N. umdonicola 15-23.5 x 4.5-6.5 - Phillips et al. 2013
N.
kwambonambie 16-28 x 5-8 - Phillips et al. 2013
nse
N. cordaticola 18-28 x 4.5-7 - Phillips et al. 2013
Espécies Conidios (um) Celulas ﬁ;)r%dlogenlcas Referéncia
P. capitalensis 9-11.5x5.5-6.5 - Liu et al.2012
P. capitalensis  7-12x 55-8 5-12x 245 Neste estudo
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Figura 1. Local de coleta, hospedeiro e sintomatologia em campo de podriddes
causadas por Botryosphaeriales gomba. A-C, plantio comercial convencional no
municipio de Pirauba Minas GeraisD, folhas, ramos e frutos sadios amostrados para
isolamento de endofiticok, frutos com sintomas de podriddg.frutos com sintomas

de pinta-pretaG, frutos secos e mumificados.

Neofusicoccum
20/

Lasiodiplodia
28/

Phyllosticta
52/

Figura 2. Frequéncia (%) de Botryosphaeriales associados as podriddes pds-colheita em
goiabas.
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas dos géneros de Botryosphaeriales associados as
podriddes de frutos de goiaba. LasiodiplodeE). A-B, picnidios formados sobre
frutos de goiabaC, parafises e formacdo de conidios em células conidiogéricas;
conidio imaturo (hialino) e desenvolvido (pigmentad&); conidio com estrias
longitudinais NeofusicoccumK-J). F-G, picnidios formados sobre frutos de goiaba
formacao de longos cirros hialinds$; formacéo de conidios em células conidiogénicas
I-J, conidios fusiformes hialinos e asseptados. Phyllostikt® ), K-L, picnidios
formados sobre frutos de goiabas e formacéao de cirros hialinos na regido do Mstiolo;
formacao de conidios em células conidiogénidsés conidios hialinos, asseptados,
elipsoides a obovoide$), detalhe da mucilagem ao redor do conidio e do apéndice
mucilaginoso na base do conidio. Bar@sg, |, N =20 um;D, H, J, M, O =10 pm.
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— P. capitalensis 1046F2 (G1FO02 - Endofitico de folha)
— P. capitalensis 1041F2 (G3F0O04 - Endofitico de folha)
- P. capitalensis 1029F2 (G14FT01 - Fruto sintomatico)
I- P. capitalensis 1050F2 (G2FO08 - Endofitico de folha)
I~ P. capitalensis 1023F2 (G2FQ03 - Endofitico de folha)
- P. capitalensis 1051F2 (G9FTO01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1036F2 (G11FT01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1038F2 (G2FT02 - Fruto sintomatico)
- P. capitalensis 1016F2 (G23FT01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1020F2 (G6FTO01 - Fruto sintomatico)
- P. capitalensis 1019F2 (G19FT01 - Fruto sintomatico)
- P. capitalensis 1017F2 (VPA25a - Fruto sadio)

59 P. capitalensis 1011F2 (VPA24b - Fruto sadio)

I P. capitalensis 1018F2 (G24FT01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1021F2 (VPA29b - Fruto sadio)

I P. capitalensis 1024F2 (G2F002 - Endofitico de folha)
- P. capitalensis 1027F2 (G3F003 - Endofitico de folha)
I P. capitalensis 1028F2 (G1FT01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1030F2 (G2F005 - Endofitico de folha)
I P. capitalensis 1034F2 (G17FT01 - Fruto sintomatico)
I P. capitalensis 1037F2 (G2F006 - Endofitico de folha)
I P. capitalensis 1040F2 (G2FO01 - Endofitico de folha)
- P. capitalensis CBS115049

- P. capitalensis CBS128856

{ P. capitalensis 1031F2 (VPA30a - Fruto sadio)

0,91 P. capitalensis 1045F2 (G15FT01 - Fruto sintomatico)
+ P. capitalensis CBS123404

— P. capitalensis 1047F2 (G2FT01 - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1044F2 (VPA28a - Fruto sadio)

— P. capitalensis 1043F2 (G7FTO01 - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1042F2 (VPA20a - Fruto sintomatico)
——— P. capitalensis 1039F2 (VPA18b - Fruto sintomatico)

~ P. capitalensis 1035F2 (VPA11b - Fruto sintomatico)

 P. capitalensis 1033F2 (VPA2a - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1032F2 (VPA15a - Fruto sintomatico)

0,99 ~ P. capitalensis 1026F2 (VPA18a - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1025F2 (VPA11a - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1022F2 (VPA19b - Fruto sintomatico)

0,63 — P. capitalensis 1015F2 (G10FT01 - Fruto sintomatico)

— P. capitalensis 1004F2 (VPA19a - Fruto sintomatico)

0.92 \———— P. cordylinophila CPC20261

- P. aloeicola CPC21020

1 L P. aloeicola CPC21021

—— G. mangiferae IMI260.576

P. beaumarisii CBS535.87

i P. braziltianiae LGMF330

1 L P. mangiferaceae CPC20264

’ P. rubra CBS111635
089 @whaempsotdea CBS756.70
: P. minima CBS585.84

P. foliorum CBS447.68

Phyllosticta capitalensis

G. rhodorae CBS901.69

02

Figura 4. Arvore filogenética obtida a partir da Inferéncia Bayesiana usando sequencias
da regido TEF. Valores de probabilidade posterior sdo indicamk clados. A arvore

foi enraizada com Guignardia rhodorae CBS901.69. Os isolados obtidos nesse estudo
estdo destacados em negrito. Os nomes entre parénteses referem-se a sigla de
identificacdo e o tecido de origem dos isolados.
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L. exigua CBS137785
L L. exigua BL184
L. mahajangana CMW27820
0,93 L. mahajangana CMW27801
02 | L. theobromae 979F2 (VPASd - Fruto sintomatico)
\l_[ L. theobromae CBS124.13
L. theobromae CBS164.96
I L. theobromae CBS111530
I- L. theobromae 981F2 (VPASe - Fruto sintomatico)
.. theobromae 986F2 (VPAS5b - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 985F2 (VPA5a - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 993F2 (VPA9a - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 994F2 (VPA5c - Fruto sintomatico)
0.9l L. theobromae 990F2 (VPAS5g - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 991F2 (G5FTO02 - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 992F2 (VPA9c - Fruto sintomatico)
I L. theobromae 996F2 (G5FT03 - Fruto sintomatico)
I L. theobromae 999F2 (VPA9b - Fruto sintomatico)
I- L. theobromae 1001F2 (VPASf - Fruto sintomatico)
|- L. theobromae 987F2 (VPA13c - Fruto sintomatico)
I~ L. theobromae 980F2 (G4AFO01 - Endofitico de folha)
I~ L. theobromae 995F2 (VPA10 - Fruto sintomatico)
L. brasililiense CMM4015
1| L. brasililiense CMM2255
L. viticola UCD2553AR
L. viticola UCD2604MO

1 L. jatrophicola CMM3610
4[[ L. iraniensis IRAN1517C
087L | jraniensis IRAN1519C

0,96 093 0,08 L. missouriana UCD2193MO

L. missouriana UCD2199MO
L. gilanensis IRAN1523C
Ls gt‘fanensis IRAN1501C

L. plurivora STEU5803

L. mediterranea CBS137783
L. mediterranea CBS137784
L. pseudotheobromae CBS116459
0.54 L. pseudothecbromae CMM3887
‘ L. macrospora CMM3833
L. hormozganensis IRAN1500C
0,87 | . hormozganensis IRAN1498C
0.95r L. parva CBS456.78
L. parva CBS485.78
L. citricola IRAN1522C
098L | citricola IRAN1521C
L. egyptiacae BOT10
0.98L |, egyptiacae BOT29
05 _E L. euphorbiicola CMM3651

L. theobromae

0.8

0,84

©

0, L. euphorbiicola CMM3609
L. euphorbiicola CMM3652

1[ L. subglobosa CMM4046
L. subglobosa CMM3872
L. margaritaceae CBS122519
1 L. venezuelensis WAC12539
l: L. venezuelensis CMW13513
1[ L. crassispora CBS110492
L. erassispora CMW22653
L. rubropurpurea WAC12536
0,65 0,941 L. gonubiensis CBS115812
g

L. gonubiensis CMW14078

Lasiodiplodia sp. 974F2 (G3FTO05 - Fruto sintomatico)
Lasiodiplodia sp. 975F2 (G3FT03 - Fruto sintomatico)
Lasiodiplodia sp. 976F2 (G3FT01 - Fruto sintomatico)
Lasiodiplodia sp. 1013F2 (G3FT04 - Fruto sintomatico)
Lasiodiplodia sp. 1007F2 (G3FT02 - Fruto sintomatico)
Neoscytalidium hyalinum CBS499.66

0,53

Sp. Nov.

03

Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir da Inferéncia Bayesiana usando sequencias

da regido TEF. Valores de probabilidade posterior sdo indicados nos clados. A arvore
foi enraizada com Neoscytalidium hyalinum CBS499.66. Os isolados obtidos nesse
estudo estdo destacados em negrito. Os nomes entre parénteses referem-se a sigla de
identificacdo e o tecido de origem dos isolados.
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0,52 N. parvum CMW9081
N. parvurm CBS110301
Neofusicoccum sp. 1054F2 (VPA24a - Fruto sadio)
N. algeriense ALG11
N. algeriense ALG1
N. algeriense ALG9
Neofusicoccum sp. 1006F2 (VPA14d - Fruto sintomatico)
Neofusicoccum sp. 1002F2 (VPA14c - Fruto sintomatico)
Neofusicoccum sp. 1008F2 (VPA14b - Fruto sintomatico)
Neofusicoccum sp. 982F2 (VPA14a - Fruto sintomatico)
M~ N. occulatum CBS128008

N. occulatum MUCC286
—— Neofusicoccum sp. 977F2 (VPA8BbD - Fruto sintomatico)
= N. batangarum CMW28320
08y L . batangarum CMW28363
l_[ N. umdonicola CMW14058

N. umdonicola CMW 14060

= N. kwambonambiense CMW14023
0.8+ N. kwambonambiense CMW 14140

™A [ . cordaticola CMW 13992
N. cordaticolaCMW 14056
 N. brasiliense CMM1285
 N. brasiliense CMM1269
068+ N. brasiliense CMM1338
 Neofusicoccum sp. 1010F2 (G20RA01 - Endofitico de Ramo)
t Neofusicoccum sp. 973F2 (VPA13b - Fruto sintomatico)
- Neofusicoccum sp. 978F2 (VPA12c - Fruto sintomatico)
+ Neofusicoccum sp. 983F2 (G20FTO01 - Fruto sintomatico)
0,94 - Neofusicoccum sp. 984F2 (VPA12a - Fruto sintomatico)
] — Neofusicoccum sp. 988F2 (VPABa - Fruto sintomatico)
— Neofusicoccum sp. 989F2 (VPA12b - Fruto sintomatico)
 Neofusicoccum sp. 998F2 (VPA13a - Fruto sintomatico)

N. ribis CMW7772
~ 0,99- N. ribis CMW7054
w — N. macroclavatum WAC12444

N. macroclfavatum WAC 12446
99 N. arbuti CBS116131
N. arbuti CBS117090
N. andinum CMW13446
N. andinum CMW13455
N. nonquaesitum PD484
0.8%- N. nonquaesitum PD301

0,92 N. ursorum CMW24480
0,71 N. ursorum CMW23790
N. viticlavatum STEU5044
N. viticlavatum STEU5041
1[ N. mediterraneum PD312
0.62 N. mediterraneum CBS121558
1 N. vitifusiforme STEU5252
052 [ N. vitifusiforme STEU5050
N. cryptoaustrale CMW23787
N. cryptoaustrale CMW23786
N. australe CMWG6837
N. australe CMW6853
N. luteum CBS110497
N. luteum CBS110299
N. pennatisporum MUCC510

1C N. eucalyptorum CMW10125
N eucalpticola CMW6539
0‘98[ N. mangiferae CMW7797

N. mangiferae CMW7024
Spencermartisia viticola CBS117003

N. parvum ?

sp. nov.

0,96

/

0,99

Complexo spp.

0,68

0.98

0,94

0,85

03

Figura 6. Arvore filogenética obtida a partir da Inferéncia Bayesiana usando sequencias

da regido TEF. Valores de probabilidade posterior sédo indicados nos clados. A arvore
foi enraizada com Spencermartisia viticola CBS117009. Os isolados obtidos nesse
estudo estdo destacados em negrito. Os nomes entre parénteses referem-se a sigla de
identificagdo e o tecido de origem dos isolados.
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Figura 7. Neofusicoccum sp. Isolado 98, picnidios negros formados sobre frutos de
goiabasB, corte transversal de um picnidio com liberacdo de conidijdermacéo de
conidios em células conidiogénicBsE, conidios fusiformes hialinos. Barrds:= 100
pm; C-E =10 pm.
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Figura 8. Teste de patogenicidade para um isolado representativo de cada gébero.
frutos com discos de BDA dispostos no local da injuria, utilizados como coiidrble.
sintomas causados por Lasiodiplodia sp. ao longo do tdrhpasintomas causados por
Neofusicoccumsp. ao longo do tempoM-P, sintomas causados por Phyllosticta
capitalensis ao longo do tempo.
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