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COMPLEXO Pestalotioid ASSOCIADO A DOENCAS EM MANGUEIRAS E
GOIABEIRAS: ABORDAGEM FILOGENETICA E PATOGENICA

RESUMO - O clima tropical brasileiro propicia o desenvolvimento de
inumeras doengas fungicas nas culturas produzidas, incluindo as fruteiras
tropicais. O Brasil € um grande produtor de frutas, incluindo goiaba e manga,
que sao inclusive exportadas para outros paises. Além das doencas
conhecidas que incidem sobre essas culturas, sintomas atipicos tém sido
observados em condigdes de campo, sem relagao especifica com patdégenos
ja identificados. Assim, este trabalho teve por objetivo isolar fungos de tecidos
lesionados de frutos, folhas e ramos de goiabeiras, assim como de folhas de
mangueiras para estabelecer suas relagbes parasitarias e identifica-los
molecularmente. Foram obtidos 25 isolados de goiabeiras de trés municipios
e dois isolados de mangueiras de um municipio do Estado de Sdo Paulo. Os
isolados tiveram sua regido ITS rDNA (Internal Transcribed Spacer) e a regiao
parcial do gene TEF1 (translation elongation factor 1-alpha) sequenciadas, o
que proporcionou a identificagdo acurada dos isolados, em género. Os
isolados de goiabeiras foram identificados como Neopestalotiopsis spp.,
sendo esse o primeiro relato em goiabeiras, e os isolados de mangueiras
foram agrupados juntamente com as espécies Pseudopestalotiopsis theae e
Pestalotiopsis trachicarpicola, sendo este também o primeiro relato dessas
espécies em mangueiras. Os isolados de goiabeiras e de mangueiras foram
inoculados em folhas destacadas de goiabeira ‘Paluma’, em condigdes de
laboratorio, com ferimento e sem ferimento. Em adicéo, os isolados oriundos
de mangueiras foram inoculados em folhas destacadas de mangueiras
‘Tommy Atkins’. Os isolados causaram sintomas caracteristicos daqueles dos
quais provieram, sendo com maior severidade quando em folhas previamente
feridas. No entanto, os isolados de Neopestalotiopsis spp. também foram
capazes de ocasionar sintomas em folhas intactas. Concluiu-se que novos
géneros de fungos estdo associados a lesbes em mangueiras e goiabeiras no
Brasil, os quais apresentam falta de especificidade de tecidos e hospedeiros,
representando novo risco a sanidade das plantas.

Palavras-chave: ITS e TEF1, Mangifera indica, Psidium guajava, teste de
patogenicidade



Pestalotioid COMPLEX ASSOCIATED TO MANGO AND GUAVA
DISEASES: PHYLOGENETIC AND PATHOGENIC APPROACH

ABSTRACT - The Brazilian tropical climate promotes the development of
numerous fungal diseases in the crops produced in the country, including
tropical fruit crops. Brazil is a major producer of fruits, including guava and
mango, which are even exported to other countries. Besides the known
diseases that affect these crops, atypical symptoms have been observed
under field conditions, with no specific relation to pathogens already identified.
Thus, this work aimed to isolate fungi from such lesions of fruits, leaves and
branches of guava plants, as well as from leaves of mango plants to identify
them molecularly and prove their symptomatic association with such crops.
We obtained 25 isolates from guava plants located in three municipalities and
two isolates from mango plants located in one municipality of Sdo Paulo state.
These isolates were submitted to sequencing of ITS rDNA region (Internal
Transcribed Spacer) and the partial TEF1 gene (translation elongation factor
1-alpha), which provided the accurate identification of the isolates in genus.
The isolates from guava plants were identified as Neopestalotiopsis spp. It is
the first report of this genus in guava. Moreover, the isolates from mango
plants were grouped with the species Pseudopestalotiopsis theae and
Pestalotiopsis trachicarpicola. It is also the first report of these species in
mango trees. Guava and mango isolates were inoculated on 'Paluma' guava
leaves under laboratory conditions, with injury and without injury. In addition,
the isolates from mango plants were inoculated on detached leaves of 'Tommy
Atkins' mango. The isolates were able to cause symptoms similar to those
from which they came in greater severity in wounded leaves. However, the
isolates of Neopestalotiopsis spp. were also capable of causing symptoms on
intact leaves. Thus, it was concluded that new genotypes of fungi are
associated with lesions in mango and guava plants in Brazil, which present
lack of tissue and host specificity, representing a new risk to the orchards
sanity.

Keywords: ITS e TEF1, Mangifera indica, Pathogenicity test, Psidium
guajava,



1 INTRODUGAO

No Brasil, a area de cultivo de frutas € de aproximadamente 2,2 milhdes de
hectares, onde sdo produzidas 43,6 milhdes de toneladas, sendo considerado como
terceiro maior produtor mundial de frutas (AGRIANUAL, 2016). O Pais exporta cerca
de 673 mil toneladas de frutas frescas, sendo 70% destinadas a Uniao Europeia. As
exportacdes de frutas pelo Brasil geram um faturamento de 636 milhdes de dolares
(BRAZILIAN FRUIT, 2017). Dentre as frutas mundialmente consumidas e produzidas
pelo Brasil, destacam-se a manga (Mangifera indica L.) e a goiaba (Psidium guajava
L.). Em 2013, o Brasil produziu 1,163 milhdo de toneladas de manga e 349,6 mil
toneladas de goiaba. Desse total, o Estado de S&o Paulo foi responsavel pela
producao de 18,42% de manga e 39,49% de goiaba (AGRIANUAL, 2016).

O clima tropical brasileiro propicia a producao de frutas, mas também
favorece o desenvolvimento de doencgas fungicas, que afetam diretamente a
producao e a qualidade destas, tanto na fase de pré, quanto na de poés-colheita.

Nos ultimos anos, produtores de goiabas do Estado de S&o Paulo tém
verificado sintomas atipicos em frutos, folhas e ramos, em todas as variedades,
especialmente em Paluma, Pedro Sato e Tailandesa. Os sintomas caracterizam-se
pela presenca de manchas foliares marrons/acinzentadas, necrose em ramos e
lesdes em frutos, inicialmente pequenas, deprimidas, castanhas e com bordas
escuras, que aumentam de tamanho e tornam-se avermelhadas. Os prejuizos
causados tém sido muito elevados. Em mangueiras, de forma semelhante e
simultaneamente, observaram-se lesées de cor castanha/acinzentada em folhas,
que aumentam de tamanho e numero, ocupando quase toda a area
fotossintetizante.

No caso de goiabeiras, os sintomas descritos assemelham-se aqueles
relatados no Hawaii (KEITH; VELASQUEZ; ZEE, 2006; KEITH; ZEE, 2010),
enquanto os de mangueira, as descrigdes feitas na Italia (ISMAIL; CIRVILERI;
POLIZZI, 2013) e na China (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2013b). Nesses
paises, a literatura aponta como agente causal fungos do género Pestalotiopsis.

Fungos do género Pestalotiopsis sdo comuns em regides tropicais e

subtropicais, sendo citados como patégenos em ampla gama de hospedeiros, nos
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quais reduzem a producao e geram perdas econémicas (MAHARACHCHIKUMBURA
et al., 2011).

No Brasil, Pestalotiopsis psidii (Pat.) Venk. foi descrita como agente
responsavel por podriddo seca do caule em mudas de goiabeira, no Ceara
(CARDOSO et al., 2002), e, também, causando lesdes em frutos de goiaba na fase
de pos-colheita (FISCHER et al., 2011). Pestalotiopsis mangiferae, por outro lado, é
citada em mangueira, causando podriddo em frutos na fase de poés-colheita
(BATISTA; BARBOSA, 2008). Entretanto, tais patogenos foram mencionados como
sendo de importancia secundaria e a identificacdo destes foi realizada apenas com
base em caracteristicas morfolégicas, uma variavel contestada pela baixa
confiabilidade.

Comumente, a taxonomia dos patégenos associados as plantas era feita com
base nas caracteristicas morfoculturais, faixas de hospedeiros, e aos tipos de
sintomas produzidos. Entretanto, em decorréncia das confusdes e equivocos, além
das dificuldades intrinsecas, considera-se mais apropriado o emprego de técnicas
classicas, em conjunto com modernas tecnologias, com énfase aos estudos
moleculares. A identificacdo molecular por ser mais sensivel e especifica, mostra-se
mais eficiente e com maior idoneidade na taxonomia (CROUS; HAWKSWORTH,;
WINGFIELD, 2015).

A identificagdo de géneros e de espécies de Pestalotiopsis tem sido revista
com base no sequenciamento da regido ITS e genes codificadores da B-tubulina
(TUB) e fator de elongacdo 1-a (TEF1), assim como pela combinacdo destes
resultados com dados morfoculturais (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). A recente revisdo do género Pestalotiopsis
possibilitou a insercdo de dois novos géneros: Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis. O complexo destes géneros passou a ser denominado
Pestalotioid, cuja importancia tem sido reavaliada devido aos danos ocasionados
nas culturas pelas espécies desse complexo (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2014; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).

O diagnéstico correto dos agentes causais das doencgas, decorrentes do
complexo Pestalotioid, contribui diretamente para a elaboragdo de medidas de
controle mais eficientes (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2017) e para o manejo



da cultura. Neste contexto, a determinagdo dos possiveis agentes causais,
associados as doencas em mangueira e goiabeira no Brasil, constitui-se em grande
prioridade e de relevancia cientifica e técnica, para garantir a sanidade e a
sustentabilidade dos polos produtivos de manga e de goiaba.

O objetivo desse estudo foi isolar, identificar molecularmente, avaliar a
patogenicidade e completar o postulado de Koch, dos géneros e de espécies de
fungos associados aos sintomas atipicos em goiabeiras e mangueiras daqueles

descritos na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doengas fungicas de mangueiras e goiabeiras

Uma série de doengas fungicas ja foram descritas, ocorrendo em mangueiras
e goiabeiras. Em ambas as fruteiras, indistintamente, a antracnose, causada por
fungos do género Colletotrichum, é uma das doengas mais importantes,
ocasionando perdas de producgao e depreciagao dos frutos (PLOETZ, 2003).

Em mangueiras, sdo descritas varias doengas de importancia econémica,
com destaque para oidio (Pseudoidium anacardii), a malformagéo floral ou cacho
branco (resultante do complexo Fusarium e acaros) e alguns outros patégenos,
normalmente associados a manchas ou a podriddes nos frutos, como Rhizopus
stolonifer, Hendersonia crebemma, Elsinoe indica, Botrytis cinerea, Phytophthora
palmivora, Verticillum albo-atrum, Sclerotium rolfsii, Alternaria alternata e
Denticularia mangiferae, dentre outros (PRUSKY et al., 1997; PLOETZ, 2003;
NISHIYAMA, 2009).

Em goiabeiras, destacam-se as doengas ocasionadas pelos fungos Puccinia
psidii, agente causal da ferrugem, cuja doenca €& de consideravel importancia;
Phytophthora spp., que causa podridao do fruto; e Rhizoctonia solani, Myxosporium
psidii e outros, sdo comparativamente de menor importancia. Além destes, varias
espécies de fungos estdo associadas a doencas em pos-colheita (PLOETZ, 2003).

Em goiabeiras, sintomas atipicos de antracnose, em frutos, como lesdes
pequenas com coloragdo vermelha a purpura, tém sido associados a fungos do
género Mycosphaerella (JACOBS; TRUTER; SCHOEMAN, 2014) e a Phyllosticta
capitalensis (WICKERT et al., 2014). Ademais, outros autores relataram sintomas
semelhantes, em folhas e nos frutos, atribuindo a Pestalotiopsis psidii, P.
microspora, P. clavispora, P. neglecta, P. versigulate e Pestalotiosis spp., como
agentes causais (KEITH; VELASQUEZ; ZEE, 2006; KEITH; ZEE, 2010; EL-
-ARGAWY, 2015). Entretanto, em varias destas situagdes, embora a recuperagao de
Colletotrichum nas lesdes tenha sido muito frequente, tem-se atribuido a outros
patdgenos ainda nao identificados, porém relacionados ao complexo Pestalotioid
(MISRA, 2004; JACOBS et al., 2014).
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A espécie P. psidii (Pat.) Venk. (sin. Pestalotia psidii), inclusive, ja foi
associada a mancha e podridao em fruto de goiaba, porém como de importancia
secundaria (VENTURA; COSTA, 2003; COLLETTI et al., 2014).

Os fungos Pestalotioid representam um complexo de fungos que abrangem
varios géneros com similaridade morfolégica a Pestalotiopsis. Fungos do complexo
Pestalotioid encontram-se associados a diversas doengas em mangueira e
goiabeira, as vezes com prejuizos econémicos a cultura, ocasionando manchas
foliares, lesdes nos frutos e podriddées em pos-colheita (MAHARACHCHIKUMBURA
et al., 2016).

Em mangueiras, os fungos do complexo Pestalotioid encontram-se
associados a podridao-do-pedunculo, danos em pdés-colheita e outras doengas. As
espécies Pestalotiopsis spp., P. mangiferae, encontram-se associadas a manchas
foliares (KO et al., 2007) que, dependendo da incidéncia e da severidade, resultam
em reducdo do crescimento vegetativo e producdo de frutos, e, inclusive, em
determinadas circunstancias, até mesmo a morte de plantas (ISMAIL; CIRVILLERI;
POLIZZI, 2013). Outras espécies do complexo Pestalotioid, tal como
Neopestalotiopsis egyptiaca, também tém sido associadas a manchas foliares
atipicas nas plantas (CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015).

A espécie P. mangifolia (Guba) J. Xiang Zhang e T. Xu foi encontrada
associadas a mancha foliar, P. versicolor (Speg.) Steyaert foi detectada em flores, P.
glandicola (Castagne) Steyaert, em pods-colheita (ULLASA; RAWAL, 1989), e P.
mangiferae (Henn.) Steyaert (sin., Pestalotia mangiferae Henn.), associada a
manchas acinzentadas em tecidos foliares (SANTOS-FILHO; MATOS, 2004,
MORDUE, 2007).

No Brasil, ja foram descritas a ocorréncia das espécies Pestalotia dichaeta,
Pestalotia mangifera e Pestalotia osyridis, em mangueira, e as espécies
Pestalotiopsis psidii, Pestalotiopsis mangifolia e Pestalotiopsis microspora, em
goiabeira; ja as espécies Pestalotiopsis sp., Pestalotia sp. e Pestalotiopsis neglecta

foram relatadas em ambas as culturas (MENDES et al., 1998).



2.1.1 Complexo Pestalotioid
2.1.1.1 Histérico

O complexo de Pestalotioid € composto por fungos que possuem conidios
semelhantes a Pestalotiopsis, com cinco células, células medianas pigmentadas e
extremidades hialinas. O género Pestalotiopsis foi inserido por Steyaert (1949), que
prop6s alteragdes taxondmicas com base nas formas dos conidios. Trés géneros de
fungos foram propostos, sendo: Pestalotia, Pestalotiopsis e Truncatella. Neste
estudo, espécies que possuiam conidios com seis células foram mantidas no género
Pestalotia, e os demais, em Truncatella. Posteriormente, o autor subdividiu o género
Pestalotiopsis, agrupando as espécies com base no numero de apéndices apicais e
coloracdo das células medianas em “Versicolorous e Concolorous”. Porém, as
alteragdes propostas por Steyaert ndo foram aceitas por Moreau (1949), Guba
(1956, 1961) e Dube e Bilgrami (1965), advindo, posteriormente, nova classificagao,
proposta por Guba (1961), na qual se consideravam: o numero de células, a cor das
células medianas e a morfologia dos apéndices apical e basal. Desta forma,
mediante esses critérios, foram descritas diferentes categorias e se¢ées do género
Pestalotia.

Novas evidéncias em apoio a divisdo de Pestalotia surgiram e foram
argumentadas por Sutton (1980). Nessa revisdo do género, foi sustentada a
realocacdo das espécies em Pestalotia, Pestalotiopsis e Truncatella. Entretanto,
dificuldades, complexidade e conflitos técnicos na taxonomia de Pestalotiopsis foram
reconhecidos.

Nag Raj (1985, 1993) foi convergente com a ideia da redistribuigdo das
espécies de Pestalotia para outros géneros; porém, segundo seu entendimento, o
género Pestalotiopsis também teria englobar as espécies de conidio com trés
células.

Em 2003, Jeewon e colaboradores verificaram que apenas caracteres como
pigmentacdo das células medianas e apéndices apicais seriam confiaveis para
separar as espécies do género Pestalotiopsis, mas as analises moleculares devem

ser associadas para obter a correta identificacao das espécies.
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Recentes revisbes do género Pestalotiopsis tém sido realizadas mediante
analises moleculares e morfolégicas, as quais tém propiciado novas alteragdes
taxonémicas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; MAHARACHCHIKUMBURA
et al., 2016).

LIU et al. (2010) discordaram de Jeewon et al. (2003) quanto aos critérios
basicos de caracteristicas morfologicas, utilizados na segregacdo das espécies de
Pestalotiopsis, tais como a pigmentagao das células medianas, uma vez que 0 uso
de meio de cultura artificial pode resultar em diferencas do grau de pigmentacao.
Outros trabalhos também evidenciaram que as caracteristicas morfoldgicas do
conidio podem ser influenciadas pelo hospedeiro e pelo ambiente (HYDE et al.,
2014). Outra dificuldade na segregacdo morfolégica esta relacionada as sutis
diferencgas fenotipicas entre as espécies, que geram equivocos taxondmicos. Assim,
a melhor resolucdo de taxons irmaos é obtida mediante o sequenciamento de DNA
(MARACHCHIKUMBURA et al., 2016).

A investigacdo do género, realizada por Maharachchikumbura et al. (2014),
combinando dados morfolégicos e moleculares nas observagdes de espécie-tipo e
espécime-tipo, resultou na construgdo da filogenia de Amphisphaeriaceae, com
alteragdes taxondmicas. Algumas espécies de Pestalotiopsis foram realocadas para
dois novos géneros, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis, pertencendo a ordem
Xylariales.

Com base em evidéncias morfologicas e filogenéticas, Crous, Hawksworth e
Wingfield (2015) inseriram o0s géneros Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis em uma nova familia, a Pestalotiopsidaceae Maharachch. e K.
D. Hyde, perfazendo a acomodagao na subclasse Xylariomycetidae O. E. Erikss e
Winka e ordem Amphisphaeriales D. Hawksw. e O. E. Erikss. A nova familia
Pestalotiopsidaceae acomoda os géneros Ciliochorella Syd., Neopestalotiopsis
Maharachch. et al., Pestalotiopsis Steyaert., Pseudopestalotiopsis Maharachch. et
al., e Seiridium Nees (CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015).

Maharachchikumbura et al. (2016) salientam a importancia de estudos que
abordam aspectos ecolégicos dos fungos Pestalotioid, quanto a distribuicdo

geografica e a especificidade.
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Embora a identificagdo fenotipica da maioria dos fungos Pestalotioid n&o seja
a mais recomendada, algumas caracteristicas morfolégicas permitem classifica-los
em géneros (HYDE et al., 2014; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).

Segundo Maharachchikumbura et al. (2014), os géneros podem ser
distinguidos com base na morfologia do conidio, especificamente com relagdo a
pigmentacdo das trés células medianas. Os membros do género Pestalotiopsis
distinguem-se dos demais por apresentarem conidios fusiformes, com cinco células,
sendo as trés células medianas concolor marrom-claras, com extremidade hialina.
Por outro lado, Pseudopestalotiopsis possui células medianas “concolorous”
marrom-escuras. Ja Neopestalotiopsis apresenta conidios fusiformes, com cinco
células, com células medianas “versicolorous” (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2014; RUVISHIKA et al., 2015).

2.1.1.2 Aspectos Gerais

Os fungos de Pestalotioid eram considerados de importancia secundaria e
iniciavam o processo infeccioso a partir de aberturas naturais e/ou de ferimentos
ocasionados por insetos, pesticidas ou danos provocados pelo sol (HOPKINS;
MCQUILKEN, 2000; AGRIOS, 2005). Entretanto, atualmente, esses fungos tém
ocasionado significativas perdas econdmicas em ampla gama de culturas (URBEZ-
TORRES et al., 2011; ARZANLOU et al., 2013; MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2014; JAYAWARDENE et al., 2015; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).

O complexo Pestalotioid engloba individuos saprofiticos, endofiticos e
patogénicos (SURYANARAYANAN et al., 2011; XU et al., 2014), e sado regularmente
encontrados em ecossistemas tropicais e subtropicais (MAHARACHCHIKUMBURA
et al.,, 2011). As condi¢cbes favoraveis para o desenvolvimento das doencgas
causadas por Pestalotioid sdo alta precipitagcdo e altas temperaturas (HOPKINS;
MCQUILKEN, 2000; ELLIOTT, 2015).

Recentemente, com as descobertas de que espécies endofiticas sdo capazes
de produzir numerosos metabdlitos secundarios com caracteristicas fisioldgicas
diversas, como atividades antitumorais, antifungicas, antimicrobianas e outras, foram

impulsionados os estudos envolvendo Pestalotiopsis (XU et al., 2010; XU et al.,
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2014). Ja foram registrados 196 metabdlitos secundarios produzidos pelo género
Pestalotiopsis (YANG et al., 2012).

Fungos do complexo Pestalotioid sdo seres patogénicos para uma enorme
quantidade de espécies vegetais, com capacidade de ocasionar diversas doencgas,
cujos sintomas variam de acordo com a espécie e o local do tecido vegetal infectado.
No geral, manifestam-se pequenas lesées de coloragdo marrom, com formato
circular, com bordos definidos, que evoluem e coalescem, com alteragdo da
coloracéo e formagao de areas irregulares e necroticas (MAHARACHCHIKUMBURA
et al., 2014; JAYAWARDENEET et al., 2015).

A auséncia de especificidade das espécies de Pestalotiopsis, em conjunto
com a capacidade de infectarem uma planta sem haver a manifestacdo de sintomas,
aumenta as chances de sua dispersdo (RUVISHIKA et. al., 2015); dessa maneira, as
vegetacdes préximas ao pomar podem ser fontes de indculo (KEITH; VELASQUEZ;
ZEE, 2006).

2.1.1.3 Caracterizagdo molecular do complexo Pestalotioid

Devido a similaridade morfolégica entre espécies do género fungico, a
identificacdo passou a ser mais bem-sucedida por meio do sequenciamento de DNA
(CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015). Por este motivo, géneros e
espécies fungicas tém sido revisados, e modificagcbes taxondmicas tém sido
realizadas, nas quais géneros e espécies foram realocados de familias, de géneros
e de espécies diferentes daqueles considerados nos primeiros relatos. Como, por
exemplo, as espécies de Pestalotiopsis que passam a ser compreendidos por
complexo Pestalotioid.

No caso do complexo Pestalotioid, a revisdo molecular dos géneros e de
espécies tem propiciado mudangas muito significativas e que ainda estdo em
andamento. Em 2012, Maharachchikumbura e colaboradores testaram o
sequenciamento de dez regides génicas diferentes (actina, calmodulina, glutamina
sintase, (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, ITS, LSU, 18S rDNA, RNA
polimerase Il, TEF e TUB) para reavaliar as espécies do complexo Pestalotioid. Os
autores concluiram que, juntamente com dados morfolégicos, o sequenciamento da
regido ITS e dos genes codificadores da B-tubulina, e o fator de elongagado 1-a

poderiam fornecer resultados mais acurados para tal fim. Sequéncias concatenadas
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dessas regides resultaram em clados fortemente suportados
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) compreende a regido 1TS1-5.8S-
ITS2 do DNA ribossomal. Por ser uma regido que resolve a identificagdo em género
e espécie dos fungos, tornou-se a mais empregada em estudos filogenéticos desde
o desenho dos oligonucleotideos por White et al. (1990), os quais sao estaveis e
amplificam esta regido da maioria das espécies de fungos ja estudada. Com o
avango das técnicas de biologia molecular, regides génicas conservadas tém sido
utilizadas em conjunto com a regido ITS para resolver de maneira definitiva a
identificacdo de espécies cripticas (HYDE et al., 2014; CROUS; HAWKSWORTH,;
WINGFIELD, 2015).

2.1.1.4 Teste de patogenicidade

O estabelecimento da relagdo causal entre uma doenga e um microrganismo
s6 pode ser confirmado apds o cumprimento de uma série de etapas, conhecida por
Postulados de Koch, os quais envolvem isolamento, inoculagédo e reisolamento do
patdbgeno para a confirmagdo do agente causal da doenga (AGRIOS, 2005). Ao
realizar o teste de patogenicidade, confirma-se a capacidade de um isolado causar
doenca no hospedeiro, comprovando-se ser patogénico ao produzir sintomas
visiveis no hospedeiro vegetal.

O grau de patogenicidade pode variar dentre os isolados fungicos, bem como
do tipo de hospedeiro, ja que algumas espécies fungicas sao capazes de infectar
uma gama de hospedeiros, enquanto outras sdo especificas. Além disso, o género
Pestalotiopsis € composto por um elevado numero de espécies endofiticas (YANG et
al.,, 2012; MAHARACHCHUMBRA et al.,, 2014). Portanto, essas caracteristicas
justificam a execugéao do teste de patogenicidade para avaliar a patogenicidade das

especies desse género em seus hospedeiros.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e descricao do material biolégico

Foram coletados folhas, frutos e ramos de goiabeiras, exibindo lesdes de
coloragdo marrom, seguidos por necrose, em pomares comerciais localizados em
trés municipios do Estado de Sao Paulo. Também foram coletadas folhas de
mangueiras ‘Tommy Atkins,” exibindo manchas de coloragdo marrom, as vezes
acinzentadas, em um pomar comercial localizado em l|bitirama, distrito de Monte
Alto-SP (Tabela 1). De acordo com a classificagao de Koppen, essas regides sao de
clima do tipo subtropical mesotérmico, com inverno seco e verdo quente (Cwa), e

clima tropical megatérmico inverno seco (Aw).

Tabela 1. Informagdes geograficas e climaticas dos municipios de Vista Alegre do
Alto, Fernando Prestes e Monte Alto-Sao Paulo, Brasil, nos quais as
amostras foram coletadas.

Municipio Latitude Longitude Altitude Clima* Cultura
Ibitirama** 20° 32" 27" S 41° 40 01" w 770 m Cwa Goiabeira
yolaAlegredo 1o 4o 15 s 4g 3T 4 W 619 m AW Goiabeira
Fernando 21° 15 50" S 48° 41 06" W 545 m Aw Goiabeira
Prestes
Monte Alto 21° 15 39" S 48° 29 45” W 735 m Cwa Mangueira

*Classificagao climatica de acordo com Kdppen & Geiger (1930). Cwa: Inverno seco e verao quente; Aw: clima
tropical megatérmico com inverno seco. **Distrito do municipio de Monte Alto

Em goiabeiras de diferentes variedades, foram coletadas folhas jovens
completamente desenvolvidas e folhas em estadio mais avangcado de
desenvolvimento. As folhas jovens apresentavam manchas marrons pequenas
(cerca de 0,5 cm), com bordas escuras, evidentes nos dois lados da folha, e as
lesdes mais desenvolvidas apresentavam centro mais claro e acinzentado, com
bordas escuras. Com a coalescéncia, as lesbes tornavam-se grandes, ocupando
extensa parte do limbo foliar, seguidas por necroses (Figura 1 A-C). Em folhas nas
fases prévias de senescéncia, a necrose mostrava-se mais evidente, sendo comum
a presenca de estruturas reprodutivas do patoégeno (Figura 1 D-E). Ja os ramos
doentes exibiam necrose extensiva, com secamento acompanhado de queda de
folhas. Os tecidos lesionados tornavam-se enegrecidos (Figura 1 F-G).

Os frutos de goiabeiras coletados para isolamento eram geralmente jovens,

verdes e ainda aderidos a planta, sobre os quais foram observadas numerosas
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lesdes pequenas (cerca de 0,2 cm), de coloragao castanha. Ainda em frutos verdes,
estas lesdes, em estagio mais avangado da infecgao, apresentavam-se castanhas e
deprimidas, em cujo centro era possivel observar estruturas reprodutivas do
patdgeno (Figura 1 H). Em frutos com estagio mais avangado de maturagéo, as
lesbes apresentavam-se maiores, com cerca de 0,5 a 1,0 cm, deprimidas, de
tonalidade mais clara no centro, normalmente de cor palha, e bordas bem definidas,
de tonalidade vermelha a amarronzada, em cujo centro se observaram estruturas
reprodutivas do fungo (Figura 1 I-J). Nesta fase, e devido a morfologia das lesdes, a
doenca era denominada de Pinta-vermelha.

Para o caso de mangueiras, as amostradas coletadas para o isolamento
foram folhas fisiologicamente maduras que apresentavam manchas de tamanho
irregular (cerca de 0,5 a 1,0 cm), de coloragdo marrom-escura, € com bordas
escuras; e manchas cinzas com bordas marrom-escuras (Figura 2). Ao contrario do
observado em folha de goiabeiras, em folhas de mangueiras ndo houve variagcédo

quanto aos tipos de sintomas em decorréncia do estadio de desenvolvimento foliar.
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Figura 1. Sintomas de Pestalotiod observados em plantas de pomares de
goiabeira. A. Mancha em folhas jovens; B. Desenvolvimento das
manchas em folhas jovens; C. Manchas em folhas mais velhas; D.
Desenvolvimento das manchas em folhas mais velhas; E. Sinais do
patégeno em folhas; F. Sintomas em ramos, com tecido necrosado;
G. Sintomas em ramos, com tecido enegrecido; H. Lesao em frutos
jovens; |. Sintomas em frutos maduros, “pinta vermelha”; J.
Estrutura reprodutiva. do patégeno no fruto.
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Figura2. Sintomas do Complexo Pestalotiod
observados em folhas de mangueiras ‘Tommy
Atkins’ A. Manchas foliares em mangueira de cor
marrom-escura e bordas escuras; B. Manchas de
cor cinza e borda marrom-escura; C. Estrutura
reprodutiva do patégeno na folha.

3.2 Isolamento

O material coletado foi levado para a Clinica Fitopatolégica do Departamento
de Fitossanidade da FCAV/UNESP, onde foram realizadas as observacbes das
lesbes em microscopio estereoscépio (CARL ZEISS, Alemanha) e microscépio
optico (CARL ZEISS, Alemanha). Inicialmente, foram observadas estruturas
reprodutivas do fungo semelhantes as constatadas nas descri¢gbes feitas por Barnett
e Hunter (1998) como sendo caracteristicas de Pestalotiopsis.

Para isolamento de fungos semelhantes a Pestalotiopsis, a metodologia foi
modificada, visando a eliminar outros fungos contaminantes, com crescimento mais
rapido como Colletotrichum. Fragmentos de lesdes nos frutos (cerca de 5 mm?)

foram desinfestados por imersao em alcool etilico a 70% (v/v), por 30 segundos, e,
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apos, em solugao de hipoclorito de sodio a 0,5 % (v/v), por 2 minutos. O excesso da
solugdo com hipoclorito foi drenado, e os fragmentos foram justapostos sobre meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar) contidos em placas de Petri.

Para o isolamento do fungo em lesdes foliares, foram retirados fragmentos do
tecido de cerca de 7-10 mm?, os quais, apds desinfestagdo prévia semelhante a
descrita anteriormente, por um minuto em hipoclorito de sédio, foram depositados
sobre meio de cultura contido nas placas de Petri. Para isolamento a partir de ramos
contendo lesdes necroticas, foi utilizado metodologia semelhante, porém com
fragmentos maiores, de cerca de 10 mm de didmetro, e permanéncia em solugao de
hipoclorito de sddio a 0,5 % (v/v), por trés minutos.

As placas contendo os fragmentos foram mantidas em estufa a 26°C = 2°C,
com fotoperiodo de 12 h, por aproximadamente 15 dias. Apos o desenvolvimento de
colonias caracteristicas de Pestalotiopsis, estas foram purificadas, e, apds a
esporulacado, os conidios foram visualizados em microscopio a fim de confirmar a
presenca do fungo em questdo. Os isolados foram armazenados em tubos contendo

meio de cultura BDA recobertos com 6leo mineral esterilizado.
3.3 Caracterizacao molecular dos isolados
3.3.1 Extracado de DNA

Para a identificacdo molecular dos isolados, primeiramente, procedeu-se a
extragdo de DNA. Os isolados foram cultivados em meio de cultura liquido batata-
- dextrose (BD) em estufa bacterioldgica a 28°C +1°C, por oito dias. Apds incubagao,
o micélio foi peneirado, lavado com agua esterilizada e seco em estufa por 12 horas.
O micélio seco foi macerado em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido até a
formagao de um po, do qual 0,1 g foi transferido para tubos eppendorf de 2,0 mL. A
extragdo de DNA seguiu o modelo preconizado por Kuramae-lzioka (1997) com
modificagdes.

A lise celular foi realizada acrescentando-se aos tubos 800 uL do tampao de
extracdo de DNA (160 mM de Tris-HCI pH 8.0, 60 mM de EDTA pH 8.0, 20 mM de
NaCl e SDS a 0,5%), os quais foram agitados e mantidos a 65°C, por 50 minutos.
Posteriormente, foram acrescentados aos tubos 300 uL de acetato de potassio 5M

que apos homogeinizagdo, foram mantidos no gelo por 30 minutos. A seguir,
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procedeu-se a primeira centrifugacdo a 12.000 x g, a 10°C, por 10 minutos. O
sobrenadante translucido foi transferido para tubos novos, aos quais foram
acrescentados 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). A solugéo foi
agitada vagorosamente em voértex e centrifugada sob as mesmas condi¢des
descritas anteriormente. Apds a transferéncia do sobrenadante para tubos novos,
acrescentaram-se 1.000 yL de alcool etilico absoluto gelado ao sobrenadante
tratado, cuja solugdo homogeneizada foi mantida a -20°C, por 12 horas. A seguir,
procedeu-se a centrifugagcdo dos tubos a 12.000 x g, a 10°C, por 20 minutos,
visando a obtencdo do pellet de DNA, o qual foi lavado com 1.000 pyL de alcool
etilico a 70% (v/v), sob nova centrifugacao. Apds a lavagem, o pellet de DNA foi
seco em estufa a 50°C, por 30 minutos, e suspendido em 60 pL de solugéo TE 10:1
(10 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0).

A quantidade e a qualidade do DNA foram mensuradas em espectrofotdbmetro
Nanodrop 1.000 (Thermo Scientific).

3.3.2 Sequenciamento

A amplificagdo da regido ITS rDNA foi realizada utilizando-se dos primers
ITS1/ITS4 (WHITE et al., 1990), para a obtencdo de um fragmento de 650 pb. Ja a
amplificacdo de um fragmento de 450 pb do gene TEF1 foi realizada utilizando-se
dos primers EF1-728F/EF2 (CARBONE; KOHN, 1999; O’'DONNELL et al., 1998).

A reacédo para a amplificagdo dos fragmentos foi composta por tampé&o 1x (20
mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI), 2 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP’s, 0,5 U de Platinum®
Taq DNA polimerase (Invitrogen), 4 pmol de cada primer, 60 ng de DNA gendmico e
agua pura para 20 yL. A amplificagdo ocorreu em um termociclador programado
para realizar um ciclo a 95°C, por 3 min, 35 ciclos a 94°C, por 30 s, temperatura
especifica do conjunto de primers (60°C para ITS e 52°C para TEF1), por 30 s e
72°C por 40 s e, para concluir, um ciclo de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR
amplificados foram entdo submetidos a PCR de sequenciamento utilizando-se do kit
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) segundo instrugdes do fabricante. O

sequenciamento foi realizado em um sequenciador ABI3130 (Applied Biosystems).
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3.3.3 Analises filogenéticas

A qualidade de bases dos eletroferogramas e as sequéncias-consenso foram
obtidas pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998;
GREEN, 1996; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). O corte das extremidades das
sequéncias-consenso foi realizado admitindo-se bases com qualidade Phred igual
ou superior a 20.

As sequéncias de DNA qualificadas foram comparadas a outras sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), através
da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Para as analises filogenéticas, as
sequéncias das regides ITS e TEF1 do estudo foram alinhadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados GenBank, consideradas espécies-tipo
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Foram realizadas duas analises, uma da
sequéncia da regido ITS e outra das sequéncias das regides ITS e TEF1
concatenadas. As sequéncias de cada regiao foram alinhadas separadamente com
o auxilio do software PnpProbs, com consisténcia de 3 e 300 passos (YONGTAO;
TAK-WAH; HING-FUNG, 2016), sendo esta metodologia que melhor se adequou aos
dados do presente trabalho, em comparacdo com o alinhamento realizado por
MUSCLE (EDGAR, 2004) e MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013), de acordo com o
critério de informagdo de Akaike (AIC) (POSADA; BUCKLEY, 2004). O critério de
AIC também foi utilizado para a escolha do modelo evolutivo a ser aplicado nas
analises. Assim, a arvore filogenética foi gerada pelo software MrBayes 3.2.3
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) utilizando-se do tipo de substituicdo 6 e da
distribuicdo invgamma. A analise bayesiana foi realizada utilizando-se do algoritmo
Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Foram realizadas duas corridas independentes
com 24.000.000 de geragobes, sendo as arvores amostradas a cada 100 geragdes.
Ao final das analises, obtendo-se desvio-padrao igual a 0,01, 25% das arvores
iniciais geradas foram descartadas. O filograma obtido foi editado graficamente pelo
software TreeGraph 2.3.0 (STOVER; MULLER, 2010).

3.4 Testes de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados in vitro em folhas saudaveis,

destacadas de plantas cultivadas em casa de vegetagao. Para tal, foram coletadas
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folhas jovens, fisiologicamente maduras e integras. As folhas, apds selecao prévia
quanto a uniformidade, foram lavadas, secas e acondicionadas em bandejas, de
isopor revestidas com papel de filtro contendo chumacgos de algodao umedecidos em
agua destilada estéril (ADE). Nos peciolos das folhas e nas laterais das bandejas,
foram justapostos chumacgos de algodao embebido em agua estéril.

Apos a justaposicdo das folhas sobre as bandejas, as folhas tiveram a
superficie adaxial unilateral delimitada em trés circulos, de 10 mm de diametro,
equidistantes entre si, os quais foram desenhados para comportar a inoculagéo de
100 pL de suspensdo de esporos, na concentracdo de 10° mL™. A superficie lateral
excedente foi mantida como testemunha.

A suspensao conidial foi obtida mediante a deposicdo de 10 mL de agua
estéril sobre as colénias dos fungos mantidas em placas de Petri a 25°C + 1, com
fotoperiodo 12/12 h, por 30 dias, seguido de filtragem em camada dupla de gaze. A
concentracao do inéculo foi calibrada em camara de Neubauer.

A inoculagédo dos isolados foi realizada utilizando-se de dois métodos: com
ferimento e sem ferimento das folhas. Para tanto, os experimentos foram separados
em dois grupos de cinco folhas. No experimento com ferimento, foram realizadas
suaves ranhuras com agulha hipodérmica dentro da area delimitada pelos circulos.
No experimento sem ferimentos, as folhas foram mantidas intactas. As testemunhas
corresponderam a cinco folhas para cada método de inoculagdo, com ferimento e
sem ferimento, sobre as quais foi aplicada apenas agua destilada estéril.

A metodologia empregada foi previamente validada mediante testes prévios
com inoculagéo de trés isolados oriundos de goiabeira, sendo inoculados em folhas
de goiabeira ‘Paluma’, a fim de avaliar a melhor temperatura para o teste. Assim,
ap6s a montagem dos experimentos, os mesmos foram mantidos simultaneamente
em dois ambientes distintos, sendo um mantido em sala climatizada a 25°C + 1 °C, e
o outro mantido em temperatura ambiente, que oscilou de 26 a 30°C.

Com base nos resultados do primeiro experimento, realizou-se o teste de
patogenicidade com os demais isolados de goiabeiras obtidos no estudo, cuja
inoculagao foi realizada de acordo com o prescrito no primeiro experimento.

Os isolados obtidos a partir de folhas de mangueiras também foram

submetidos a testes de patogenicidade, cujas inoculagbes se deram tanto em folhas
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destacadas de goiabeira ‘Paluma’ quanto em folhas de mangueira ‘Tommy Atkins’,
ambas coletadas em plantas igualmente mantidas em casa de vegetagado, e a

inoculagao foi realizada conforme a metodologia ja descrita.
3.5 Metodologia de avaliagao

A avaliacdo consistiu na determinacgao da incidéncia de folhas com sintomas e
da severidade dos sintomas aos 5; 10; 15 e 20 dias apds a inoculagao (DAI). A
severidade dos sintomas associados ao complexo Pestalotipsis foi determinada
mediante 0 emprego de escala de notas para os sintomas, sendo: 0 - auséncia de
sintomas; 1- lesbes de até 0,5 cm de didmetro; 2 - lesdes de 0,6 até 1,5 cm de
diametro; 3 - lesdes maiores que 1,6 cm de diametro; 4 — lesbes de até 1,5 cm de
diametro, com conidios; 5 - lesdes maiores que 1,6 cm de diametro e presenca de
conidios, e 6 - lesbes necroticas e/ou encarquilhadas e presencga de conidios.

ApoOs a avaliacdo da incidéncia e da severidade dos sintomas, os tecidos
lesionados foram submetidos ao reisolamento, conforme metodologia descrita no

item isolamento.
3.6 Delineamento experimental

Para o primeiro experimento, foi empregado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x4x2, sendo dois métodos de inoculagao
(com e sem ferimento), trés isolados e a testemunha, duas temperaturas (controlada
a 25°C £1°C e temperatura ambiente de 26°C a 30°C), com cinco repeticées. No
segundo experimento, com todos os isolados de goiabeiras, foi também adotado
DIC, esquema fatorial 23x2, sendo mantidos os dois métodos de inoculagdo, com e
sem ferimento, com cinco repeticdes, e apenas uma temperatura, a ambiente de 26
26°C a 30°C.

No terceiro experimento, com os isolados de mangueiras, também foi adotado
DIC, com arranjo fatorial 2x3x2, sendo dois hospedeiros (folhas de goiabeiras e de
mangueiras), dois isolados e a testemunha, dois métodos de inoculagédo (com e sem
ferimento), com cinco repetigdes.

Em todos os experimentos, cada folha inoculada, com trés pontos de

inoculagao, foi considerada uma unidade amostral. Os dados de severidade obtidos
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foram transformados em Vx+0,5 e submetidos a andlise de variancia. As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 1 a 5% de significancia,
pelo programa AgroEstat (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015). A incidéncia

da doenca foi expressa em porcentagem.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento

Os isolados fungicos purificados, obtidos de tecidos de goiabeiras e
mangueiras com os tipos de lesdes descritos no item descrigdo do material bioldgico,
apresentaram col6nias com coloragdo branca a acinzentada, com presenca de anéis
concéntricos acinzentados a negros, resultantes da formacédo dos conidiomas. Ao
microscopio fotdnico, os conidios mostraram-se alongados, com cinco células. As
células medianas eram pigmentadas, e as células da extremidade do conidio
apresentavam apéndices apicais e basais hialinos, semelhantes aquelas descritas
para o género Pestalotiopsis (BARNETT; HUNTER, 1998). Os conidios distinguiram-
-se em trés grupos de coloragdo de células medianas, sendo versicolor marrom
claro, versicolor marrom-escuro e concolor.

No total, foram vinte e cinco isolados de goiabeiras e dois isolados de
mangueiras com caracteristicas do género Pestalotiopsis. Os isolados de goiabeiras

foram obtidos em sua maioria de folhas, seguidos por ramos e frutos (Tabela 2).

Tabela 2. Isolado, hospedeiro, variedade, tecido vegetal, numero de isolados e
municipios-SP, dos quais os isolados de goiabeiras e mangueiras foram obtidos.

Isolado * Hospedeiro Variedade Tecido N° de isolados Municipio

G.L.VAA1

G.L.VAA2

G.L.VAA3

G.L.VAA4

G.L.VAA5 Folha 09

G.L.VAAG

G.L.VAA7 Pedro Sato Vista Alegre do Alto
G.L.VAA8

G.L.VAA9

G.F.VAA10
G.F.VAAT1 Fruto 03
G.F.VAA12

G.L.FP13
G.L.FP14

G.F.FP15 Fruto 01

Psidium guajava Folha 02
guay Fernando Prestes

G.F.IB16

G.L.IB17
G.L.IB25

G.S.1B18

gg:g;g Ibitirama**
G.S.1B21 Ramo 07

G.S.1B22

G.S.IB23

G.S.1B24

M.L.MA26
M.L.MA27

Fruto 01

02
Paluma Folha

Mangifera indica  Tommy Atkins Folha 02
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4.2 Sequenciamento génico

Os resultados da analise molecular, através do alinhamento das sequéncias
ITS e TEF1 do presente estudo com as sequéncias do banco de dados GenBank,
revelaram que a identificagdo dos géneros desses fungos mostra-se confusa e ainda
em fase de padronizacdo. Pela andlise da regido ribossomal ITS, os isolados
provenientes de goiabeiras, tanto de lesdes nos frutos, quanto de folhas e ramos,
foram identificados como pertencentes ao género Neopestalotiopsis, enquanto os
isolados M.L.MA26 e M.L.MA27, provenientes de mangueiras, foram identificados
como pertencentes aos géneros Pseudopestalotiopsis e Pestalotiopsis,
respectivamente (Tabela 2; Figuras 3 e 4). Pelo filograma da regido ITS, os isolados
de goiabeiras e de diferentes espécies de Neopestalotiopsis spp. do banco de dados
formaram um unico grupo, cujo clado esta suportado com alta consisténcia (1,0) da
andlise bayesiana. Isto é indicativo de que, provavelmente, as espécies de
Neopestalotiopsis analisadas e aquelas isoladas se tratam de espécies
conspecificas (membro da mesma espécie), com excegao das espécies N.
natalensis e N. steyaertii que aparecem separadas do grupo principal (Figura 3).

A fim de tornar mais clara a identificacdo dos isolados, realizou-se a analise
bayesiana das sequéncias ITS e TEF1 concatenadas (Figuras 5 e 6). Os resultados
acerca da identificagdo dos isolados em géneros foram coincidentes aqueles obtidos
pela analise somente da regido ITS. Novamente observou-se um grupo consistente
formado pela maioria das espécies de Neopestalotiopsis analisadas e pelos isolados
de goiabeiras do estudo. No entanto, nesse filograma, foi possivel observar
diversidade genética entre os isolados pelo acréscimo de sequéncias TEF1 as
analises. Assim, como no filograma apenas da regido ITS, na arvore de sequéncias
concatenadas, o isolado M.L.MA26 foi agrupado a espécie Pseudopestalotiopsis
theae, e o isolado M.L.MA27 agrupou-se juntamente com a espécie Pestalotiopsis
trachicarpicola. Além disso, observou-se que isolados de Neopestalotiopsis oriundos
de folhas, frutos e ramos de goiabeiras, de diferentes municipios, apresentaram alta
similaridade genética entre si, formando um mesmo subgrupo (G.L.VAAS, G.F.FP15,
G.S.IB18, G.S.IB20, G.S.IB21, G.S.IB22 e G.S.IB23), o que sugere falta de
especifidade do tecido para tal patégeno.
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A analise filogenética de sequéncias concatenadas mostrou que os isolados
deste estudo diferem geneticamente daqueles cujas sequéncias se encontram
depositadas no banco de dados. Nao € possivel aferir com precisdo se espécies
novas foram isoladas. Estudos envolvendo analise polifasica, utilizando ferramentas
acuradas de bioinformatica, e estudos morfolégicos serdo necessarios, inclusive,

para confirmar a identificacdo das espécies dos patdégenos ja relatados.
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Givan: Figura 3. Filograma 1 obtido pela analise
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FKM199373.1 Neopestalotiopsis sp. Clade 4
KM199342 1 Neopestalotiopsis sp. Clade 10
1.0 {KM199370.1 Neopestalotiopsis sp. Clade 15

=

"HKM199375.1 Neopestalotiopsis sp. Clade 15
KM199366.1 Neopestalotiopsis sp. Clade 15
~KM199354 .1 Meopestalotiopsis sp. Clade 15
KM199377.1 Neopestalotiopsis natalensis
KF582796.1 Neopestalotiopsis steyaertii
Pseudopestalotiopsis spp.
Pestalotiopsis spp.
JQE83725.1 Seiridium camelliae

Figura 5. Filograma 2 obtido pela analise bayesiana das sequéncias concatenadas das
regides ITS e TEF1, com énfase no grupo Neopestalotiopsis spp., onde se
agruparam os isolados provenientes de goiabeiras. Os numeros de acesso ao
GenBank no filograma correspondem a regido ITS. Sequéncias TEF1 dos
mesmos isolados foram concatenadas as analises. Os numeros na intersecédo dos
ramos correspondem aos valores de confiabilidade.
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10 1.0—M.L.MA26
101 1 J0683727.1 Pseudopestalotiopsis theae
1.0 JQB83726.1 Pseudopestalotiopsis theae Pseudopestalotiopsis spp.
0~ KM199378.1 Pseudopestalotiopsis cocos
KM199381.1 Pseudopestalotiopsis indica
M.L.MA27
KC537809.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
JX399000.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
1.01JX399004.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
JX399003.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
JX399002.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
JX399001.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
0.9] 1JQ845947.1 Pestalotiopsis trachicarpicola
1 _[KI\.-'I‘I 99297 .1 Pestalotiopsis australasiae
KM199298.1 Pestalotiopsis australasiae
1.0 f[[KM199294_1 Pestalotiopsis oryzae
D

KM1992989.1 Pestalotiopsis oryzae
KM129304.1 Pestalotiopsis oryzae
KM199300.1 Pestalotiopsis grevilleae
1 o/KM199308.1 Pestalotiopsis biciliata
T|LKM199309.1 Pestalotiopsis biciliata
KM199305.1 Pestalotiopsis biciliata
o4f-oKM198311.1 Pestalotiopsis knightiae
3 'KM199310.1 Pestalotiopsis knightiae
&{KM199312_1 Pestalotiopsis parva
KM198313.1 Pestalotiopsis parva
—JX399005.1 Peslaloliopsis rosea
N JX399006.1 Pestalotiopsis adusta
10rJX399007 .1 Pestalotiopsis adusta
KM199321.1 Pestalotiopsis papuana
KM199318.1 Peslaloliopsis papuana
KM199314.1 Pestalotiopsis diploclisia
.5|KM199315.1 Pestalotiopsis diploclisia
KM199320.1 Pestalotiopsis diploclisia
KM199306.1 Pestalotiopsis malayana
KM199317 .1 Pestalotiopsis humus
KM199319.1 Pestalotiopsis humus
KM199307.1 Pestalotiopsis colombiensis
1[JX398990_1 Pestalotiopsis clavata
KC537804.1 Pestalotiopsis rhododendri
———JX399008.1 Pestalotiopsis inflexa
08 o HKM199331.1 Pestalotiopsis australis

.0

Pestalotiopsis spp.

10 KM199332.1 Peslaloliopsis australis
'KM199334.1 Pestalotiopsis australis
‘I KM199333.1 Pestalotiopsis australis
KM199330.1 Pestalotiopsis scoparia
0.5/ KM199379.1 Peslaloliopsis brassicae
KM199328.1 Pestalotiopsis hollandica
TDKM199327.1 Pestalotiopsis monochaeta
KM199329.1 Pestalotiopsis monochaeta
JX398996.1 Pestalotiopsis verruculosa
0.8 .0 KM199323.1 Pestalotiopsis chamaeropis
of KM199325.1 Pestalotiopsis chamaeropis
o/ KM199326.1 Pestalotiopsis chamaeropis
KM1929324.1 Pestalotiopsis chamaeropis
JX398993.1 Pestalotiopsis intermedia
JX398992.1 Pestalotiopsis linearis
JX398998.1 Pestalotiopsis unicolor
— 10 (KM199336.1 Pestalotiopsis camelliae
4{0{.])(399010.1 Pestalotiopsis camelliae

S =

1.0
JX399011.1 Pestalatiopsis camelliae

B JQ683724.1 Pestalotiopsis furcata
0.8 KM199337.1 Pestalotiopsis novae-hollandiae
KM199335.1 Pestalotiopsis portugalica

1.o|:JX399009.1 Pestalotiopsis diversiseta
KC537805.1 Pestalotiopsis gaultheria

10 KC247154.1 Pestalotiopsis anacardiacearum
10 I:KM199339.1 Pestalotiopsis hawaiiensis
KM199340.1 Pestalotiopsis arengae
[0 ] KM198341.1 Peslalotiopsis arceuthobii
KC537807.1 Pestalotiopsis ericacearum
JQB83725.1 Seiridium camelliae

Figura 6. Continuagéo do filograma 2 obtido pela analise bayesiana das sequéncias
concatenadas das regbes ITS e TEF1, com énfase nos grupos
Pseudopestalotiopsis spp. e Pestalotiopsis spp., nos quais se agruparam o0s
isolados provenientes de mangueiras. Os numeros de acesso ao GenBank
no filograma correspondem a regido ITS. Sequéncias TEF1 dos mesmos
isolados foram concatenadas as analises. Os numeros na intersecdo dos
ramos correspondem aos valores de confiabilidade.
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4.3 Teste de patogenicidade dos isolados obtidos de goiabeiras

No primeiro experimento, realizado de forma preliminar, os trés isolados de
goiabeiras inoculados ocasionaram sintomas nas folhas de goiabeira ‘Paluma’ em
ambos os métodos de inoculagdo empregados, com e sem ferimentos, em ambas as
condicbes ambientais testadas. A incidéncia dos sintomas foi mais elevada a partir

do décimo dia apds a inoculagao e nos ensaios com ferimento prévio (Figura 7).

100

e\i 90
s 80
O
c 70
8 Temp. de 25°C+1°C e com
s 60 ferimento
® 50 Temp. de 25°C+1°C e sem
© ferimento
& 40 m Temp. de 26°C a 30°C e com
2 39 ferimento
«@ OTemp. de 26°C a 30°C e sem
% 20 I I ferimento
c 10 1

0 THT T | | ||

5 10 15 20

Dias apés inoculagao

Figura 7. Incidéncia de folhas com sintomas aos 5;10;15 e 20 dias apds inoculagao
de Neopestalotiopsis spp. sob condicdes de temperatura a 25°C £1°C e em
ambiente de laboratério de 26 a 30°C, e métodos de inoculacdo com e sem
ferimento prévio; dados referentes ao primeiro experimento.

Os dados relativos aos niveis de severidade dos sintomas resultantes da
inoculagao inicial de trés isolados, em folhas de goiabeira ‘Paluma’, encontram-se
apresentados nas Tabelas 3 a 6. De acordo com os dados, foi observado alta
diferenga estatistica (P<0,01) quanto a temperatura (T), isolados (I) e métodos de
inoculagao (MI), aos 5; 10; 15 e 20 DAI. Os maiores niveis de severidade foram
observados, com significancia P<0,01, quando as folhas foram mantidas em
temperatura ambiente e quando os tecidos foliares foram previamente feridos. O
isolado G.S.IB19 comportou-se como o0 mais patogénico, com maior nivel de
severidade dos sintomas produzidos em relacdo aos demais isolados. Também foi
constatada diferenga estatisticamente significativa quanto as interagdes Txl, TxMI,
IXMI e TxIxMI aos 5 DAI; IxMIl aos 10 DAI, e TxI, TxMI e IxMIl aos 15 DAL.
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Tabela 3. Analise de variancia das médias dos valores de severidade de
sintomas causados por isolados Neopestalotiopsis spp. oriundos de
goiabeiras, inoculados em folhas de goiabeira ‘Paluma’. Dados
referentes ao primeiro experimento.

Valores médios de severidade de sintomas nos dias ap6s inoculagéo (DAI)(”

Temperatura (T) 5 (DAI) 10 (DAI) 15 (DAI) 20 (DAI)
Ambiente 0,125 a 0,875 a 1,250 a 1,400 a
25°C 0,000 b 0,500 b 0,600 b 0,600 b
Teste F 251001,00" 8,36~ 14,69" 12,60~
Isolados (1)

G.S.IB19 0,251 a 1,200 a 1,850 a 1,850 a
G.F.VAA10 0,000 b 0,850 b 1,150 b 1,250 b
G.L.FP14 0,000 b 0,700 b 0,700 b 0,900 b
Testemunha 0,000 b 0,000 c 0,00 c 0,000 c

Teste F 251.001,00 22,95 30,31 18,76
Método de inoculagéo (MI)
Com ferimento 0,125a 1,300 a 1,775 a 1,875 a
Sem ferimento 0,000 b 0,075b 0,075b 0,125b

Teste F 251.001,00 149,34 172,05 109,14
Interagéo (T X 1) 251.001,00 1,56™ 3,12 2,22"
Interagao (T X MI) 251.001,00 2,47"i 719 5,20
Interacao (I X MI) 251.001,00 21,56 28,77 17,74™
Interagdo (T X | X MI) 251.001,00 0,49 0,94" 0,66"

CV (%) 1,785 19,599 21,164 26,604
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna né&o diferem entre si, a 1% de
probabilidade.” Significativo a 1% de probabilidade, "™N&o Significativo. " Dados transformados em
w05

Tabela 4. Desdobramento das interagdes entre temperatura (T) e os isolados de
Neopestalotiopis spp. oriundos de goiabeira (I), testados no primeiro
experimento, quanto aos valores de severidade de sintomas, aos 5 €15
dias ap6s a inoculagao (DAI).

Isolados (1)
Temperatura (T) G.S.IB19 G.F.VAA10 G.LFP14 Testemunha Teste F
5 (DAI)
Ambiente 0.501 aB 0,000 aB 0,000 aB 0,000 aB 502002,00
25°C 0.000 bA 0.000 aA 0.000 aA 0,000 aA ;
Teste F 100.4004,00 - - :
15 (DA])
Ambiente 2.300 aA 1,800 aA 0,900 aB 0,000 aC 23,39
25°C 1,400 bA 0,500 bB 0,500 aB 0.000 aC 10,03
Teste F 4,80 17.60 1,647 0,00™

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e maiuscula nas linhas n&o diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. Significativo a 1% de probabilidade, NSNao Significativo. Dados

transformados em +/% 4+ 0,5,
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Tabela 5. Desdobramento das interagcdes entre temperatura e métodos de
inoculagdo, com e sem ferimento, aos 5; 15 e 20 dias apds a
inoculagdo (DAI), referente aos isolados Neopestalotiopis spp.
oriundos de goiabeira testados no primeiro experimento.

Método de inoculagéo (MI)

Temperatura (T)

Sem ferimento Com ferimento Teste F
5 (DAI)
Ambiente 0,000 aB 0,250 aA 502002,00
25°C 0,000 aA 0,000 bA -
Teste F - 502002,00”
15 (DAI)
Ambiente 0,150 aB 2,350 aA 124,78"
25°C 0,000 aB 1,200 bA 54,45
Teste F 0,66" 21,21
20 (DAI)
Ambiente 0,250 aB 2,550 aA 81,00
25°C 0,000 aB 1,200 bA 33,34
Teste F 0,80 17,00

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula nas linhas néo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 1% de probabilidade. ~Significativo a 1% de probabilidade, “°N&o Significativo. Dados

transformados em 4/% + ©.,5.

Tabela 6. Desdobramento das interagcbes entre isolados Neopestalotiopis sp.
oriundos de goiabeira e método de inoculagdo, com e sem ferimento,
aos 10; 15 e 20 dias apés a inoculagao (DAIl), referente ao primeiro
experimento.

Isol | Método de inoculacéo (MI) Teste F
solados (1) Sem ferimento Com ferimento
5 (DAI)
G.S.IB19 0,000 aB 0,501 aA -
G.F.VAA10 0,000 aA 0,000 bA 1004004,00”
G.L.FP14 0,000 aA 0,000 bA -
TESTEMUNHA 0,000 aA 0,000 bA -
Teste F - 502002,00
10 (DAI)
G.S.IB19 0,000 aB 2,400 aA 125,18
G.F.VAA10 0,300 aB 1,400 bA 34,96
G.L.FP14 0,000 aB 1,400 bA 53,88"
TESTEMUNHA 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,87™ 43,64
15 (DAI)
G.S.IB19 0,000 aB 3,700 aA 172,54~
G.F.VAA10 0,300 aB 2,000 bA 44,83
G.L.FP14 0,000 aB 1,400 bA 40,99"
TESTEMUNHA 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,66" 58,42
20 (DAI)
G.S.IB19 0,000 aB 3,700 aA 105,64
G.F.VAA10 0,500 aB 2,000 bA 23,73
G.L.FP14 0,000 aB 1,800 bA 33,00
TESTEMUNHA 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,80™ 35,69

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna e maiuscula nas linhas n&o diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 1% de probabilidade. ~Significativo a 1% de probabilidade, "Nao Significativo. Dados transformados

em T+ 05
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O segundo experimento foi realizado com base nos resultados do primeiro
experimento. Foram avaliados os 22 isolados de goiabeiras restantes, optando-se
por continuar realizando as duas metodologias de inoculagdo, com e sem ferimento,
pois visou-se a observar a capacidade de infeccdo do fungo sem a presencga de
ferimentos, mesmo que os sintomas aparecessem tardiamente. Quanto a
temperatura, optou-se por manter o experimento em temperatura ambiente, que
simula de maneira mais natural aquela de condicbes de campo, que melhor propicia
0 aparecimento e a evolucdo das lesbes. Os dados relativos aos niveis de
severidade dos sintomas resultantes da inoculacao de folhas de goiabeiras ‘Paluma’
encontram-se apresentados nas Tabelas 7 e 8. A analise de variancia das médias
de severidade das lesdes ocasionadas pelos isolados mostrou diferencas
estatisticas significativas quanto a metodologia de inoculagdo, com e sem ferimento,
aos 5; 10; 15 e 20 DAI. Observou-se que as folhas inoculadas com ferimento prévio
resultaram no aparecimento de sintomas mais precocemente, quando comparadas a
inoculagao realizada em folhas sem ferimento. Além disso, na inoculagéo realizada
em folhas com ferimento prévio, as lesdes evoluiram até, aproximadamente, vinte
vezes mais, aos 20 DAI, em relagao as lesdes ocasionadas em folhas sem ferimento
(Tabela 7 e Figura 8). No entanto, o fungo mostrou-se capaz de ocasionar sintomas
em folhas inoculadas sem ferimento, os quais se tornaram visiveis, em média, a
partir dos 15 DAL
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Tabela 7. Analise de variancia das médias de severidade de sintomas dos
isolados Neopestalotiopsis spp. oriundos de goiabeira, avaliadas aos 5;
10; 15 e 20 dias apds inoculagao (DAI).

Valores médios de severidade de sintomas nos dias apds inoculagdo DAI)™"

Isolados (1) 5 (DAI) 10 (DAI) 15 (DAI) 20 (DAI)
G.L.VAA4 0,100 c 0,100 ¢ 0,700 b 1,400 a
G.L.IB25 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,900 b 1,800 a
G.L.VAA1 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,900 b 1,400 a
G.L.VAAS 0,000 ¢ 0,000 ¢ 1,400 a 3,000 a
G.L.VAA7 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,600 b 1,500 a
G.S.IB24 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,500 b 1,700 a
G.S.IB22 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,100 b 0,700 b
G.S.IB23 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,900 b 2,300 a
G.S.IB20 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,000 b 0,200 b
G.L.VAA3 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,700 b 2,100 a
G.F.VAA11 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,400 b 1,400 a
G.F.IB16 0,500 b 0,500 b 1,600 a 2,700 a
G.L.VAA9 0,900 a 0,900 a 2,100 a 2,200 a
G.S.IB21 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,700 b 1,600 a
G.L.VAA5 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,300 b 1,600 a
G.S.IB18 0,800 a 0,800 a 2,100 a 3,300 a
G.L.IB17 0,000 ¢ 0,000 ¢ 3,000 a 3,700 a
G.L.VAAG 0,000 ¢ 0,000 ¢ 1,200 a 2,100 a
G.L.VAA2 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,600 b 2,000 a
G.F.VAA12 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,000 b 0,000 b
G.L.FP13 0,000 ¢ 0,000 c 1,500 b 2,000 a
G.F.FP15 0,000 ¢ 0,000 ¢ 0,000 b 0,000 b
Testemunha 0,000c 0,000 c 0,000 b 0,000 b

Teste F 8,82 8,82" 455" 3,747
Método de inoculagéo (MI)
Com ferimento 0,200 a 0,200 a 1,636 a 2,845 a
Sem ferimento 0,009 b 0,009 b 0,200 b 0,133 b
Teste F 25,10 25,10 104,65 106,96
Interagéo (I X MI) 911" 9,11 3,76 1,93
CV (%) 16,029 16,029 35,995 39,233

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si, a 1% de probabilidade.
"Significativo a 1% de probabilidade, "Nao Significativo. " Dados transformados em +/x 4+ @,5.
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Figura 8. Incidéncia de folhas'de goiabeiras com sintomas aos 5; 10; 15 e 20

dias apds a inoculacdo, sob condigdes de simulacido de temperatura
ambiente com 26°C a 30°C e métodos de inoculagdo (com e sem
ferimento). Referente ao segundo experimento com isolados de
Neopestalotiopsis spp. oriundos de tecidos foliares, ramos e frutos de
goiabeira, de municipios do Estado de Sao Paulo.

Tabela 8. Desdobramento da interagdo entre os isolados de Neopestalotiopsis

spp. oriundos de goiabeiras e os métodos de inoculagdo, com e sem
ferimento, aos 5; 10; 15 e 20 dias apds a inoculagdo (DAI). Dados
referentes a anadlise de varidncia correspondente ao segundo
experimento.

Método de inoculagéo (M)

Isolados (1) Teste F
Sem ferimento Com ferimento
5 (DAI)

G.L.VAA4 0,200 aA 0,000 cA 1,84"™
G.L.IB25 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAA1 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAAS 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAA7 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.S.1B24 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.S.IB22 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.S.1B23 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.S.IB20 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAA3 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.F.VAA11 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.F.IB16 0,000 aB 1,000 ba 35,28
G.L.VAA9 0,000 aA 1,800 aa 98,50
G.S.IB21 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAA5 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.S.IB18 0,000 aB 1,600 aa 80,83
G.L.IB17 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAAG 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
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Método de inoculagéo (MI)

Isolados (1) Sem ferimento Com ferimento Teste F
5 (DAI)
G.L.VAA2 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.F.VAA12 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.FP13 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.F.FP15 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Testemunha 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,17™ 17,76
10 (DAI)
G.L.VAA4 0,200 aA 0,000 cA 1,84"™
G.L.IB25 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAA1 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAAS 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAA7 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.S.IB24 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.S.1B22 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.S.1B23 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.S.1B20 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAA3 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.F.VAA11 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.F.IB16 0,000 aB 1,000 ba 35,28~
G.L.VAA9 0,000 aB 1,800 aa 98,50
G.S.I1B21 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAA5 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.S.IB18 0,000 aB 1,600 aa 80,83
G.LIB17 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.VAA6 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.VAA2 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.F.VAA12 0,000 aA 0,000 cA 0,00
G.L.FP13 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.F.FP15 0,000 aA 0,000 cA 0,00
Testemunha 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,17 17,76~
Isolados (1) Metodo de inoculagao (MI). Teste F
Sem ferimento Com ferimento
15 (DAI)
G.L.VAA4 0,200 aB 1,200 cA 4,06
G.L.IB25 0,000 aB 1,800 cA 8,68~
G.L.VAA1 0,600 aA 1,200 cA 1,14™
G.L.VAAS8 0,800 aB 2,000 bA 4,74
G.L.VAA7 0,000 aB 1,200 cA 5,09
G.S.IB24 0,200 aA 0,800 cA 1,66™
G.S.1B22 0,000 aA 0,200 dA 0,18™
G.S.1B23 0,000 aB 1,800 cA 10,18"
G.S.1B20 0,000 aA 0,000 dA 0,00
G.L.VAA3 0,200 aA 1,200 cA 2,16"
G.F.VAA11 0,000 aA 0,800 cA 1,95™
G.F.IB16 0,000 aB 3,200 bA 20,36
G.L.VAA9 0,200 aB 4,000 aA 27,64
G.S.I1B21 0,200 aA 1,200 cA 2,16™
G.L.VAA5 0,200 aA 0,400 dA 0,18™
G.S.IB18 0,000 aB 4,200 aA 33,04"
G.L.IB17 0,600 aB 5,400 aA 38,15
G.L.VAA6 1,200 aA 1,200 cA 0,00
G.L.VAA2 0,000 aA 1,200 cA 3,21™
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Método de inoculagao (MI)

Isolados (1) Sem ferimento Com ferimento Teste F
15 (DAI)
G.F.VAA12 0,000 aA 0,000 dA 0,00™
G.L.FP13 0,000 aB 3,000 bA 18,93"
G.F.FP15 0,000 aA 0,000 dA 0,00™
Testemunha 0,000 aA 0,000 dA 0,00™
Teste F 0,62ns 7,69**
20 (DAI)
G.L.VAA4 0,400 aB 2,400 bA 5,34
G.L.IB25 0,800 aA 2,800 bA 3,58"™
G.L.VAA1 0,800 aA 2,000 bA 2,33™
G.L.VAAS 1,400 aB 4,600 aA 10,08"
G.L.VAA7 0,000 aB 3,000 bA 9,99"
G.S.IB24 1,200 aA 2,200 bA 2,12
G.S.IB22 0,200 aA 1,200 cA 1,38"™
G.S.1B23 0,200 aB 4,400 aA 17,82
G.S.IB20 0,000 aA 0,400 cA 0,28
G.L.VAA3 1,200 aA 3,000 bA 3,33™
G.F.VAA11 0,200 aB 2,600 bA 6,41
G.F.IB16 1,200 aB 4,200 aA 7,73"
G.L.VAA9 0,200 aB 4,200 aA 15,82
G.S.I1B21 1,200 aA 2,000 cA 0,74™
G.L.VAA5 1,400 aA 1,800 cA 0,15™
G.S.IB18 1,200 aB 5,400 aA 14,58~
G.L.IB17 2,000 aB 5,400 aA 8,66
G.L.VAA6 1,200 aA 3,000 bA 2,63™
G.L.VAA2 0,000 aB 4,000 aA 17,27"
G.F.VAA12 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
G.L.FP13 0,000 aB 4,000 aA 17,28"
G.F.FP15 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Testemunha 0,000 aA 0,000 cA 0,00™
Teste F 0,93ns 474 **

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na colung e mailscula nas linhas ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. ~Significativo a 1% de probabilidade, "N&o

Significativo. ’"Dados transformados em «/% + @,5.

Os isolados apresentaram diferenca entre si em relacdo ao inicio da
manifestagcdo dos sintomas. Os maiores niveis de severidade foram observados
empregando-se os isolados G.L.VAA9, G.S.IB18 e G.F.IB16. Com o decorrer do
tempo pés-inoculagao, os niveis de severidade foram elevados, principalmente com
relagdo aos isolados que foram capazes de ocasionar sintomas aos cinco DAI. No
entanto, mesmo aqueles isolados que apresentaram infec¢do tardia, ocasionaram
lesdes estatisticamente semelhantes aquelas causadas por isolados de infeccéo
rapida aos 20 DAI. Foi constatado que os isolados G.F.VAA12 e G.F.FP15 néo
manifestaram sintomas; assim, supde-se que possa ter havido algum problema com
0 indculo ou que os isolados sejam endofiticos; no entanto, a patogenicidade desses

isolados sera verificada posteriormente.
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Foi constatado diferenca estatisticamente significativa quanto a interacao
entre isolado e método de inoculagao, | x MI, aos 5; 10; 15 e 20 DAI, diferindo-se o
método dentre o mesmo isolado (Tabela 8). Somente quando os isolados foram
inoculados sem ferimento, ndo houve diferencas estatisticas entre as médias de
severidade das lesdes ocasionadas pelos mesmos. Esses resultados indicam a
interferéncia que os ferimentos podem ocasionar na expressao da severidade de
sintomas de Neopestalotiopsis spp. nos testes de patogenicidade. E a realizagéo
conjunta do teste de patogenicidade, em folhas sem ferimento, averiguou
patogenicidade dos isolados, mostrando-se capazes de infectarem tecidos foliares
sem necessidade de ferimento prévio, no entanto, os sintomas sao expressos mais
tardiamente. Como alguns isolados apresentaram infec¢do tardia, aos 15 DAI,
evidencia-se a necessidade da extensdo do tempo de avaliacdo de experimentos
com testes de patogenicidade com isolados do complexo Pestalotioid.

De forma geral, observou-se que os sintomas verificados em folhas de
goiabeira ‘Paluma’, inoculadas sob condigbes de laboratério, foram semelhantes
aqueles observados em folhas de goiabeiras de diferentes variedades, sob
condigdes naturais de campo. Isolados obtidos de ramos e frutos de goiabeiras
induziram a expressao de sintomas em folhas com caracteristicas idénticas aquelas
produzidas por isolados obtidos deste 6rgao.

A partir dos tecidos que exibiram sintomas apds inoculagdes, os fungos foram

reisolados, com consequente sucesso na aplicagao dos Postulados de Koch.
4.4 Teste de patogenicidade dos isolados obtidos de mangueiras

Os dois isolados de mangueiras foram capazes de ocasionar sintomas, tanto
em folhas de mangueiras quanto em folhas de goiabeiras. Os dados relativos aos
niveis de severidade dos sintomas resultantes da inoculagao de folhas de goiabeiras
‘Paluma’ e de mangueiras ‘Tommy Atkins’ encontram-se apresentados nas Tabelas
9;10 e 11.

Neste experimento, os sintomas foram observados apenas sob ferimento nas
folhas (Tabela 9 e Figura 9), o que demonstra o baixo grau de patogenicidade dos
isolados. Foi observado diferenca altamente significativa (P<0,01) quanto a isolados

(I) e métodos de inoculagao (Ml), aos 10; 15 e 20 DAI, e tipo de hospedeiro aos 15 e
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20 DAI. Foi constatado diferenca estatisticamente significativa quanto a interacéo
HxMI aos 15 e 20 DA, e IxMI a partir de 10 DAI. Os maiores niveis de severidade

foram observados em folhas de mangueiras, hospedeiro de origem dos isolados.

Tabela 9. Analise de variancia e teste de comparagao das médias de severidade
dos sintomas foliares em goiabeiras e mangueiras com e sem ferimento,
dos isolados Pseudopestalotiopsis theae e Pestalotiopsis trachicarpicola
oriundos de mangueiras.

Valores médios de severidade nos dias apds inoculacdo (DA™

Hospedeiro (H) 5 (DAI) 10 (DAI) 15 (DAI) 20 (DAI)
Goiabeira 0,000 a 0,300 a 0,467 b 0,533 a
Mangueira 0,000 a 0,333 a 0,700 a 0,733 a
Teste F - 0,17" 7,297 4,10"
Isolados (I)
M.L.MA27 0,000 a 0,500 a 0,750 a 0,800 b
M.L.MA26 0,000 a 0,450 a 1,000 b 1,100 a
Testemunha 0,000 a 0,000 b 0,000 c 0,000 c
Teste F - 31,44~ 76,53 67,12"
Método de inoculagéo (MI)
Com ferimento 0,000 a 0,633 a 1,167 a 1,267 a
Sem ferimento 0,000 a 0,000 b 0,000 b 0,000 b
Teste F - 123,93 296,83 257,71
Interagéo (H X 1) - 0,17™ 1,90’:f 1,21™
Interagéo (H X M) - 0,17”i 7,29 4,10"
Interagdo (I X MI) - 31,44 76,53 67,12
Interagdo (H X 1 X MI) 0,17™ 1,90" 1,21
CV (%) - 12,920 12,03 13,47

Média seguida pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 1% de probabilidade. ~Significativo a 1% de probabilidade, "Nzo Significativo. ("’ Dados
transformados em Vx+0,5

Tabela 10. Desdobramento das interacdes entre os tipos de hospedeiro e
meétodo de inoculagdo com e sem ferimento, aos 5; 10; 15 e 20 dias
ap6s a inoculacdo (DAI), referente aos isolados de
Pseudopestalotiopsis theae e Pestalotiopsis trachicarpicola oriundos
de mangueiras.

: Método de inoculagéo (Ml
Hospedeiro (H) Sem ferimento gCor(n fe)rimento Teste F
15 (DAI)
Goiabeira 0,000 a B 0,933 b A 105,56:
Mangue ira 0,000 a B 1,400 a A 198,56
Teste F 0,00™ 14,57
20 (DAI)
Goiabeira 0000 a B 1,067 b A 98,42
Mangueira 0,000 a B 1,467 _a A 163,39
Teste F 0,00™ 8,19

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula nas linhas ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. ~Significativo a 1% de probabilidade, "N&o
Significativo.
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Tabela 11. Desdobramento  das interagbes entre o0s isolados de
Pseudopestalotiopsis theae e Pestalotiopsis trachicarpicola oriundos
de folhas de mangueiras e o método de inoculagdo, com e sem
ferimento, aos 5; 10; 15 e 20 dias apos a inoculagédo (DAI).

Método de inoculagéo (Ml)

Isolados (1) Teste F
Sem ferimento Com ferimento
10 (DAI)
M.L.MA27 0,000 a B 1,000 a A 106,45
M.L.MA26 0,000 a B 0,900 a A 80,36
Testemunha 0,000 a A 0,000 b A 0,00™
Teste F 0,00™ 85,76
15 (DAI)
M.L.MA27 0,000 a B 1,500 b A 179,50~
M.L.MA26 0,000 a B 2,000 a A 270,39
Testemunha 0,000 a A 0,000 c A 0,00™
Teste F 0,00™ 153,06
20 (DAI)
M.L.MA27 0,000 a B 1,600 b A 150,38
M.L.MA26 0,000 a B 2,200 a A 24157
Testemunha 0,000 a A 0,000 c A 0,00™
Teste F 0,00™ 134,23"

Medias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. Slgnlflcatlvo a 1% de probabilidade, "*N&o Significativo.

100
—~ 90
é 80
‘& B Folha de Goiabeira e com

70 :
5 ferimento
-8 60 O Folha de Mangueira e
% 50 com ferimento
8 40 # Folha de Goiabeira e sem
g 30 ferimento
% = Folha de Mangueira e sem
o 20 ferimento
c
= 10
o LTT | | |

5 DAI 10 DAI  15DAI 20 DAI

Figura 9. Incidéncia de folhas com sintomas aos 5; 10; 15 e 20 dias apos
inoculagdo de isolados de Pseudopestalotiopsis theae e Pestalotiopsis
trachicarpicola oriundos de folhas de Mangueira “Tommy Atkins’, mantidos
sob condi¢gdes que simulam a temperatura ambiente (26 a 30°C),
meétodos de inoculagcdo com e sem ferimento.
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5 DISCUSSAO

Os isolados oriundos de folhas, ramos e frutos de goiabeiras e de folhas de
mangueiras, inoculados em folhas de goiabeiras ‘Paluma’, foram capazes de
ocasionar lesdes, e os sintomas foram semelhantes aqueles dos quais os isolados
foram obtidos, cumprindo o postulado de Koch. Da mesma forma, os isolados
provenientes de folhas de mangueiras também se mostraram patogénicos quando
inoculados em folhas de mangueiras ‘Tommy Atkins’.

Individuos do género Pestalotiopsis, até recentemente, eram
taxonomicamente classificados com base nas caracteristicas morfolégicas e chaves
taxondmicas (BARNETT; HUNTER, 1998). Mediante esses parametros, inicialmente,
todos os isolados no presente estudo haviam sido classificados como pertencentes
ao género Pestalotiopsis. Porém, dentre 27 isolados estudados, apenas um deles foi
classificado como Pestalotiopsis, apds estudos moleculares, considerados
fundamentais para classificacdo taxon6mica de espécies fungicas (CROUS;
HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015).

Pestalotiopsis e Pestalotia sdo géneros de fungos cuja classificagdo na
literatura se mostra confusa ou dubia, as vezes mostram-se como géneros
conspecificos (ELLIOTT, 2015), e o sequenciamento de apenas uma regiao génica
para a identificagdo de espécies desse fungo mostra-se inconsistente. Além disso,
espécies deste género tém sido nomeadas sem nenhum parédmetro genético, sendo
a classificacdo baseada apenas no hospedeiro de origem (HYDE et al., 2014;
CROUS; HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015), como sao os casos de Pestalotiopsis
psidii e Pestalotiopsis mangiferae, que foram associadas na literatura a lesdes em
goiabeiras e mangueiras, respectivamente (KEITH; VELASQUEZ; ZEE, 2006;
ISMAIL; CIRVILERI; POLIZZI, 2013).

De acordo com os resultados das analises filogenéticas da regido ITS deste
estudo, essas espécies parecem ser conspecificas com as espécies do género
Neopestalotiopsis.

Todos os isolados oriundos de goiabeiras foram classificados como
pertencentes ao género Neopestalotiopsis spp., enquanto os isolados oriundos de
mangueiras foram classificados como Pseudopestalotiopsis theae (M.L.MA26) e
como Pestalotiopsis trachicarpicola (M.L.MA27). O fato de os isolados oriundos de
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folnas de mangueira ‘Tommy Atkins’ pertencerem a géneros e espécies diferentes
entre si e em relagdo aos demais isolados oriundos de goiabeiras, pode
corresponder a capacidade biologica de infectar tecidos foliares, em que isolados de
Pseudopestalotiopsis theae e Pestalotiopsis trachicarpicola requerem ferimentos
prévios para infectar o tecido, enquanto os isolados de Neopestalotiopsis spp. se
mostram mais patogénicos, sendo capazes de ocasionar sintomas em folhas
inoculadas mesmo na auséncia de ferimentos. Essa classificagdo em género e
espécie, conferida no presente estudo, podera ser modificada quando de nova
revisao taxondmica do complexo Pestalotioid.

Neste estudo, foi demonstrado na analise filogenética que varias espécies de
Neopestalotiopsis podem ser conspecificas. E por meio de testes de patogenicidade,
isolados oriundos de folhas de mangueiras ‘Tommy Atkins’ mostraram-se
patogénicos em folhas de goiabeira ‘Paluma’, mostrando auséncia de especificidade
de hospedeiro, ndo podendo correlacionar a identificacdo da espécie da qual o
hospedeiro proveio. Dessa forma, a classificagdo deste género necessita de uma
revisdo acurada (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

Uma recente revisdo do género Pestalotiopsis, realizada por
Maharachchikumbura et al. (2014), ja combina dados morfolégicos € moleculares. As
analises filogenéticas foram sustentadas pelo sequenciamento das regides ITS e
genes parciais de B-tubulina (TUB) e fator de alongamento 1-a (TEF1). Nesta
analise, varias espécies, classificadas anteriormente como Pestalotiopsis, foram
realocadas para novos géneros, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis,
constituindo no Complexo Pestalotioid. O presente trabalho corrobora esta
classificacao, tanto na analise de ITS quanto na analise de sequéncias ITS e TEF1
concatenadas. Os resultados séo indicativos de que a confus&o na classificacdo das
especies também pode estar relacionada a baixa qualidade na obtengdo de
sequéncias de DNA e nas analises filogenéticas disponibilizadas na literatura. O
sequenciamento de varios genes, a acuracia nas analises e a utilizacdo de métodos
filogenéticos apropriados estao diretamente relacionados com a classificagéo correta
dessas espécies fungicas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

Assim, devido a grande confusdo das espécies depositadas no banco de

dados, nado foi possivel aferir a espécie dos isolados classificados como
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Neopestalotiopsis. No entanto, este estudo € pioneiro na identificacdo deste género
em goiabeiras no mundo. Tal género foi relatado ocorrendo apenas em Vismia
guianensis, Lycopersicon esculentum, Fragaria x ananassa Duch, Cocos nucifera e
Mangifera indica (SILVERIO et al., 2016; AYOUBI; PARI, 2016; CHAMORRO et al.,
2016; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Este trabalho também é pioneiro em
descrever a presenca de género e espécie em mangueira, a Pseudopestalotiopsis
theae; essa espécie, antes classificada como Pestalotiopsis theae, foi descrita
ocorrendo em Camellia sinensis (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,, 2013a;
MAHARACHCHIKUMBURA et al.,, 2014). O género Pestalotiopsis ja foi descrito
ocorrendo em mangueiras (ISMAIL et al., 2013); no entanto, a espécie Pestalotiopsis
trachicarpicola, encontrada em mangueiras no presente estudo, foi relatada
ocorrendo em Schima sp., Podocarous macrophyllus e Chrysophyllum sp.
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

Os sintomas dos quais os isolados do estudo foram obtidos, sdo de fato
semelhantes aqueles relatados na literatura em folhas, frutos (KEITH; ZEE, 2010) e
em ramos de goiabeiras (CARDOSO et al., 2002), associados a Pestalotiopsis spp. e
Pestalotiopsis psidii. Os autores relataram que os sintomas visiveis no tecido de
frutos jovens progrediram a medida que os frutos ficaram maiores e amadureceram.
No Brasil, ha relatos de Pestalotiopsis psidii ocorrendo em frutos de goiabeiras em
pos-colheita (FISCHER et al., 2011), sendo este o primeiro relato da ocorréncia de
fungos semelhantes a Pestalotiopsis em frutos de goiabeiras pré-colheita, no Brasil.

Muitas vezes, os sintomas de fungos semelhantes a Pestalotiopsis, também
denominados de Complexo Pestalotioid, em frutos encontram-se na presenca de
Colletotrichum (SERRA; COELHO, 2007), que certamente contribui para a sua
entrada, inclusive em folhas, uma vez que fungos deste género ndo necessitam de
ferimento para se instalarem (SOUZA et al., 2013). No presente estudo, no teste de
patogenicidade, foi constatado que Pseudopestalotiopsis theae (M.L.MA26), e como
Pestalotiopsis trachicarpicola (M.L.MA27) nédo foram capazes de infectar as folhas
inoculadas sem ferimentos, comprovando a necessidade de ferimento no tecido do
hospedeiro para ocorrer a infecgao.

Neste estudo, no teste de patogenicidade, constatou-se que em folhas

previamente feridas, inoculadas com Neopestalotiopsis, as lesées desenvolveram-se
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mais cedo e tornaram-se maiores com o passar do tempo, quando comparadas com
as folhas inoculadas sem ferimentos, o que corrobora as observacdes de Keith e
Zee (2010) ao inocularem isolados de Pestalotiopsis em folhas de goiabeira. Ja os
isolados de Pestalotiopsis e Pseudopestalotiosis, oriundos de mangueiras,
ocasionaram lesbdes apenas quando foram inoculados em folhas com ferimento
prévio, fato este também constatado por Rivera e Wright (2000) em estudos com
isolados de Pestalotiopsis. Dessa forma, ferimentos nas folhagens, ramos e frutos,
ocasionados por aplicagbes de agroquimicos e demais manejos agricolas, como
podas, podem promover o aparecimento de sintomas ocasionados por fungos
semelhantes a Pestalotiopsis (HOPKINS; MCQUILKEN, 2000).

Todos os isolados submetidos ao teste de patogenicidade em goiabeiras
ocasionaram sintomas caracteristicos de Pestalotiopsis citados na literatura (KEITH;
VELASQUEZ; ZEE, 2006; KEITH; ZEE, 2010). Da mesma forma, os sintomas
observados em mangueiras a campo e nos testes de patogenicidade assemelham-
-se aqueles previamente descritos por Ismail et al. (2013) e Maharachchikumbura et
al. (2013a) como sendo ocasionados por Pestalotiopsis. No Brasil, ha relatos de
Pestalotiopsis ocasionando lesbes em frutos de mangueiras e goiabeiras, assim
como em ramos de goiabeiras (CARDOSO et al., 2002; FISCHER et al., 2011;
MENDES et al., 1998; KRUSCHEWSKY et al, 2014). Porém, ndo ha relato deste
fungo ocasionando lesées em folhas, sendo este estudo pioneiro nesta descrigao.

A falta de especificidade dos isolados obtidos de mangueiras, que
ocasionaram sintomas em folhas de goiabeiras, esta amparada por resultados ja
relatados na literatura. A mesma espécie de Pestalotiopsis pode ser encontrada em
diferentes hospedeiros (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011; ZHANG et al.,
2013; HYDE et al., 2014). Embaby (2007) verificou que isolados de Pestalotiopsis de
morango foram capazes de ocasionar sintomas em frutos de diferentes espécies de
plantas, por exemplo, péssego, tomate e goiaba.

Da mesma forma que os géneros de fungo em estudo ndo possuem
especificidade quanto ao hospedeiro, estes também nao sao especificos quanto ao
tecido vegetal, como demonstrado nos testes de patogenicidade. A baixa

especificidade de tecidos vegetais e de hospedeiros pode resultar em fontes de
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indculo do patégeno em plantas, na proximidade de pomares comerciais, como
salientado por Keith, Velasquez e Zee (2006).

O fator temperatura também é importante na infecgdo por espécies do
complexo Pestalotioid. Como observado nos testes de patogenicidade, a
temperatura mais elevada (26°C a 30°C) mostrou-se mais favoravel para a
ocorréncia e o desenvolvimento das lesbes, assim como observado por Keith e Zee
(2010), que relataram a temperatura ideal para o desenvolvimento de Pestalotiopsis
em goiaba de 26°C a 35°C. De acordo com Maharachchikumbura et al. (2011,
2012), esses patdgenos sdo comuns em ecossistemas tropicais e temperados, e
desenvolvem-se melhor em temperaturas elevadas.

Desta forma, a identificagdo dos agentes causais dos sintomas atipicos,
encontrados em condigdes de campo, e associados ao complexo Pestalotiod, em
goiabeiras e mangueiras, e o estudo da epidemiologia do fungo, em condi¢des
laboratoriais, sdo importantes contribuicdes ao estudo etioldégico da “pinta-vermelha”
da goiaba, assim como os demais sintomas descritos e associados a folhas, frutos e
ramos de goiabeira, e também a folhas de mangueira. Estudos adicionais relativos a
conclusao taxondmica das espécies, assim como a epidemiologia e manejo dessas
doencgas fazem-se necessarios. Essas informacdes sao fundamentais para adogao
de medidas fitossanitarias para o controle de patégenos do complexo Pestalotiopsis
(YANG, 2014).
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6 CONCLUSOES

Concluiu-se que o género Neopestalotiopsis esta associado a lesbes em
frutos, folhas e ramos de goiabeiras, em trés municipios do Estado de S&o Paulo,
cuja patogenicidade foi comprovada por inoculagédo em folhas de goiabeira ‘Paluma’
em condicdes laboratoriais. Trata-se do primeiro relato desse género de fungo em
associacdao com goiabeira, no mundo. Lesdes em folhas de mangueiras ‘Tommy
Atkins’, por sua vez, estdo associadas as espécies Pseudopestalotiopsis theae e
Pestalotiopsis trachicarpicola, cuja patogenicidade foi comprovada em folhas de
mangueiras e goiabeiras. E o primeiro relato mundial da ocorréncia do género e da
espécie Pseudopestalotiopsis theae em mangueiras, assim como o primeiro relato

da espécie Pestalotiopsis trachicarpicola.



45

7 REFERENCIAS

AGRIANUAL: anuario da Agricultura Brasileira. Sao Paulo: AgraFNP, 2016. 296p.

AGRIOS, G. N. Plant pathology. San Diego: Elsivier Academic Press, 2005. 922p.

ALTSCHUL, S. F.; GISH, W.; MILLER, W.; MYERS, E. W.; LIPMAN, D. J. Basic local
alignment search tool. Journal of Molecular Biology, London,v. 215, p. 403-410,
1990.

ARZANLOU, M.; NARMANI, A.; MOSHARI, S.; KHODAEI, S.; BABABI-AHARI.
Truncatella angustata associated with grapevine trunk disease in Northern
Iran. Archives of Phytopathology and Plant Protection, London, v. 46, n. 10, p.
1168-1181, 2013.

AYOUBI, N.; PARI, S.S. Morphological and molecular identification of
Neopestalotiopsis mesopotamica causing tomato fruit rot. Journal of Plant Diseaes
and Protection, Stultgart, v. 123, n. 6, p. 267-271, 2016.

BARBOSA, J. C.; MALDONADO JUNIOR, W. Experimentagdo agrondmica e
AgroEstat — sistema para andlises estatisticas de ensaios agronémicos.
Jaboticabal: FUNEP, 2015. v.1, 396p.

BARNETT, H. L.; HUNTER, B. B. lllustrated genera of imperfect fungi. 4. ed.Saint
Paul: American Phytopathology Society Press, 1998. 218p.

BATISTA, D. C.; BARBOSA, M. A. G. Doengas da mangueira. In: In: SIMPOSIO
INTERNACIONAL DE VITIVINICULTURA, 1.; FEIRA NACIONAL DA
AGRICULTURA IRRIGADA - FENAGRI, 2008, Petrolina. Minicursos. Petrolina:
Prefeitura Municipal: Anais... Embrapa Semiarido, 2008.

BRAZILIAN FRUIT. Disponivel em: <www.finedininglovers.com/stories/brazilian-fruit-
list/>. Acesso em: 20 jan. 2017.

CARBONE, I.; KOHN, L. M. A method for designing primer sets for speciation studies
in filamentous ascomycetes. Mycologia, Lawrence, KS, v. 91, p. 553-556, 1999.



46

CARDOSO, J. E.; MAIA, C. B.; PESSOA, M. N. G. Ocorréncia de Pestalotiopsis
psidii e Lasiodiplodia theobromae causando podriddo no caule da goiabeira no
Ceara. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 27, n. 3, p. 320, 2002.

CHAMORRO, M.; AGUADO, A.; DE LOS SANTOS, B. First report of root and crown
rot caused by Pestalotiopsis clavispora (Neopestalotiopsis clavispora) on strawberry
in Spain. Plant Disease, Saint Paul, v. 100, n. 7, p. 1495, 2016.

COLLETTI, A. R. S.; FISCHER, I. H.; SILVIA, A. L. Incidence of postharvest diseases
on ‘Kumagai’ and ‘Pedro Sato’ guavas at wholesale markets in Brazil. Tropical Plant
Pathology, Brasilia-DF, v.39, n.6, p:478-482, 2014.

CROUS, P. W.; HAWKSWORTH, D. L.; WINGFIELD, M. J. Identifying and Naming
Plant-Pathogenic Fungi: Past, Present, and Future. Annual Review of
Phytopathology, Palo Alto, v. 53, p. 247-267, 2015.

DUBE, H. C.; BILGRAMI, K. S. Pestalotia or Pestalotiopsis?, Mycopathologia et
Mycologia Applicata, Deen Hang, v. 29, p. 33-54, 1965.

EL-ARGAWY, E. Characterization and control of Pestalotiopsis spp. the causal
fungus of guava scabby canker in el-beheira governorate, Egypt. International
Journal of Phytopathology, Rawalpindi, v. 4, n. 3, p. 121-136, 2015.

EDGAR, R. C. Muscle: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Research, Oxford, v.32, p. 1.792-1.797, 2004.

ELLIOTT, M. L. Pestalotiopsis (Pestalotia) Diseases of Palm 2015. Disponivel em:
<http://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/PP/PP14100.pdf> Acesso em: 21 out. 2016.

EMBABY, E. M. Pestalotia fruit rot on strawberry plants in Egypt. Egyptian Journal
of Phytopathology, Cairo, v. 35, n. 2, 2007.

EWING, B.; GREEN, P. Base-calling of automated sequencer traces using Phred Il.
Error probabilities. Genome Research, New York, v. 8, p. 186-194, 1998.

FISCHER, I. H.; DE ARRUDA, M. C.; DE ALMEIDA, A. M.; MONTES, S. M. N. M,;
JERONIMO, E. M.; SIMIONATO, E. M. R. S.; DE ALMEIDA BERTANI, R. M.
Doengas e caracteristicas fisicas e quimicas pds-colheita em manga. Semina:
Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 30, n. 1, p. 107-116, 2009.



47

FISCHER, I. H.; ALMEIDA, A. M.; ARRUDA, M. C.; BERTANI, R. M. A.; GARCIA, M.
J. M.; AMORIM, L. Danos em pos-colheita de goiabas na regido do centro-oeste
paulista. Bragantia, Bragantia, v. 70, n. 3, p. 570-576, 2011.

GORDON, D.; ABAJIAN, C.; GREEN, P. Consed: a graphical tool for sequence
finishing. Genome Research, New York, v. 8, n. 3, p. 195-202, 1998.

GREEN, P. PHRAD documentation. 1996. Disponivel em:
<http://bozeman.mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.html.> Acesso em: 4 jan.
2017.

GUBA, E. F. Monochaetia and Pestalotia vs. Truncatella, Pestalotiopsis and
Pestalotia. Annals of Microbiology, Milano, v. 7, p. 74—76, 1956.

GUBA, E. F. Monograph of Pestalotia and Monochaetia. Cambridge: Harvard
University Press,1961.

HOPKINS, K. E.; MCQUILKEN, M. P. Characteristics of Pestalotiopsis associated
with hardy ornamental plants in the UK. European Journal of Plant Pathology,
Dordrecht, v. 106, n. 1, p. 77-85, 2000.

HYDE, K. D.; NILSSON, R. H.; ALIAS, S. A.; ARIYAWANSA, H. A,; BLAIR, J. E,;
CAl, L. et al. One stop shop: backbones trees for important phytopathogenic genera:
I. Fungal Diversity, Hong Kong, v. 67, p. 21-125, 2014.

ISMAIL, A. M.; CIRVILERI, G.; POLIZZI, G. Characterisation and pathogenicity of
Pestalotiopsis uvicola and Pestalotiopsis clavisporacausing grey leaf spot of mango
(Mangifera indica L.) in Italy. European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v.
135, p. 619-625, 2013.

JACOBS, A.; TRUTER, M.; SCHOEMAN, M. H. Characterization of Mycosphaerella
species associated with pink spot on guava in South Africa. South African Journal
of Science, Johannesburg, v. 110, n. 9-10, p. 01-06, 2014.

JAYAWARDENE, R. S.; ZHANG, W.; LIU, M.; MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N;
ZHOU, Y.; HUANG, J. B.; NILTHONG, S.; WANG, Z. Y.; LI, X. H.; YAN, J. Y.; HYDE,
K. D. Identification and characterization of Pestalotiopsis-like fungi related to
grapevine diseases in China. Fungal Biology, Oxford, v.119, n. 5, p. 348-361, 2015.



48

JEEWON, R.; LIEW, E. C. Y.; HYDE K. D. Phylogenetic evaluation of species
nomenclature of Pestalotiopsis in relation to host association. Fungal Diversity.
Hong Kong, v. 17, p. 39-55, 2004.

JEEWON, R.; LIEW, E. C. Y.; SIMPSON, J. A.; HODGKISS, I. J.; HYDE, K. D.
Phylogenetic significance of morphological characters in the taxonomy of
Pestalotiopsis species. Molecular Phylogenetics and Evolution, Orlando, v. 27, p.
372-383, 2003.

KATOH, K.; STANDLEY, D. M. Mafft Multiple Sequence Alignment Software Version
7: improvements in performance and usability. Molecular Biology and Evolution,
Chicago, v. 30, n. 4, p. 772-780, 2013.

KEITH, L. M.; VELASQUEZ, M. E.; ZEE, F. T. Identification and characterization of
Pestalotiopsis spp. causing scab disease of guava, Psidium guajava, in Hawaii. Plant
Disease, Saint Paul, v. 90, p. 16-23, 2006.

KEITH, L. M.; ZEE, F. T. Guava diseases in Hawaii and the characterization of
Pestalotiopsis spp. affecting guava. Acta Horticulturae, Leuven, p. 269-276, 2010.

KO, Y.; YAO, K. S.; CHEN, C. Y.; LIN, C. H. First report of gray leaf spot of mango
(mangifera indica) caused by Pestalotiopsis mangiferae in Taiwan. Plant Disease,
Saint Paul, v. 91, n. 12, p. 1.684-1.684, 2007.

KOPPEN, W.; GEIGER, R. Handbuch der klimatologie. Berlin: Gebriider
Borntraeger, 1930.

KRUSCHEWSKY, M. C.; LUZ, E. D. M. N.; BEZERRA, J. L. O género Pestalotiopsis
(Ascomycota, ‘Coelomycetes’) no Brasil. Agrotrépica, Itabuna, v. 26, n. 2, p. 89-98.
2014.

KURAMAE-IZIOKA, E. E. A rapid, easy and high yield protocol for total genomic DNA
isolation of Colletotrichum gloesporioides and Fusarium oxysporum. Revista
Unimar, Maringa, v. 19, p. 683-689, 1997.

LIU, A. R.; CHEN, S. C,; WU, S. Y.; XU, T.; GUO, L. D.; JEEWON, R.; WEI, J. G.
Cultural studies coupled with DNA based sequence analyses and its implication on
pigmentation as a phylogenetic marker in Pestalotiopsis taxonomy. Molecular
Phylogenetics and Evolution, Orlando, v. 57, n. 2, p. 528-535, 2010.



49

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; CHUKEATIROTE, E.; GUO,L. D.
Pestalotiopsis species associated with Camellia sinensis (tea). Mycotaxon, Ithaca, v.
123, p. 47-61, 2013a.

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; GUO, L. D.; CHUKEATIROTE, E.; BAHKALI,
A. H.; HYDE, K. D. Pestalotiopsis—morphology, phylogeny, biochemistry and
diversity. Fungal Diversity, Hong Kong, v. 50, n. 1, p. 167-187, 2011.

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; GUO, L. D., CAIl, L.; CHUKEATIROTE, E,;
WU, W. P.; SUN, X., CROUS, P. W.; BHAT; D. J., MCKENZIE, E. H. C.; BAHKALI,
A. H.; HYDE, K. D. A multi-locus backbone tree for Pestalotiopsis, with a polyphasic
characterization of 14 new species. Fungal Diversity, Hong Kong, v.56, p. 95-129,
2012.

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; HYDE, K. D.; GROENEWALD, J. Z.; XU, J;
CROUS, P. W. Pestalotiopsis revisited. Studies in Mycology, Utrecht, v. 79, p. 121—
186, 2014.

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; LARIGNON, P.; HYDE, K. D.; AL-SADI, A. M,;
LIU, Z. Y. Characterization of Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis and Truncatella
species associated with grapevine trunk diseases in France. Phytopathologia
Mediterranea, Firenze, v. 55, n. 3, p. 380-390, 2016.

MAHARACHCHIKUMBURA, S. S. N.; ZHANG, Y. M.; WANG, Y. Pestalotiopsis
anacardiacearum sp. nov. (Amphisphaeriaceae) has an intricate relationship with
Penicillaria jocosatrix, the mango tip borer. Phytotaxa, Auckland, v. 99, p. 49-57,
2013b.

MENDES, M.AS.; SILVA, V.L.; DIANESE, J.C.; FERREIRA, M.A.S.V.; SANTOS,
C.E.N.; GOMES NETO, E.; URBEN, A.F.; CASTRO, C. Fungos em plantas no
Brasil. Brasilia, DF: EMBRAPA, 1998.

MENEZES, M. Doencgas do cajueiro In: HIROSHI, K. Manual de fitopatologia. 3. ed.
Sao Paulo: Agronémica Ceres, 1997. 2 v, cap.18, p.193-199.

MISRA, A. K. Guava diseases — their Symptoms, causes and management. In:
NAQVI, S. A. M. H. Diseases of fruits and vegetables. Netherlands: Springer 2004.
v.2, p. 81-119.



50

MOREAU, C. Micomycetes africains. |. Revue de Mycologie, Suppliment Colonial,
Paris, v. 14, p. 15-22, 1949.

NAG RAJ, T. R. Coelomycetous anamorphs with appendage bearing conidia.
Waterloo: Mycologue publications,1993.

NAG RAJ, T. R. Redisposals and redescriptions in the Monchaetia Seiridium,
Pestalotia-Pestalotiopsis complexes. |. The correct name for the type species of
Pestalotiopsis. Mycotaxon, Ithaca, v. 22, p. 43-51, 1985.

NAG RAJ, T. R. Redisposals and redescriptions in the Monochaetia-Seiridium,
Pestalotia-Pestalotiopsis complexes. |l. Pestalotiopsis besseyii (Guba) comb. nov.
and Pestalosphaeria varia sp. nov. Mycotaxon, Ithaca, v. 22, p. 52-63, 1985.

NISHIJIMA, W. Mango diseases and their control. (2009). Disponivel em:
<http://www.ctahr.hawaii.edu/oc/freepubs/pdf/hitahr_04-06-93 20-24.pdf>.  Acesso
em: 7 jan. 2016.

O'DONNELL, K.; KISTLER, H. C.; CIGELNIK, E.; PLOETZ, R. C. Multiple
evolutionary origins of the fungus causing Panama disease of banana: Concordant
evidence from nuclear and mitochondrial gene genealogies. Proceedings of the
National Academy of Sciences, Washington, v. 95, p. 2.044 — 2.049, 1998.

PLOETZ, R. C. Diseases of Mango. In: PLOETZ, R. C. (Ed.). Diseases of tropical
fruit crops, Oxford: CABI Publishing, 2003. p. 327-363.

POSADA, D.; BUCKLEY, T. R. Model selection and model averaging in
phylogenetics: advantages of Akaike Information Criterion and bayesian approaches
over likelihood ratio tests. Systematic Biology, Oxford, v. 53, n. 5, p. 793-808, 2004.

PRUSKY, D.; KOBILER, I.; MIYARA, |.; ALKAN, N. Fruit diseases. In: LITZ, R. E,
(Ed.).The mango, botany, production and uses. Wallingford: CAB International,
1997. p. 201-230.

RIVERA, M. C.; WRIGHT, E. R. (2000). First report of azalea petal blight caused by
Pestalotiopsis guepini in Argentina. Plant Disease, Saint Paul,v. 84, n. 1, p. 100,
2000.



51

RONQUIST, F.; HUELSENBECK, J. P. MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference
under mixed models. Bioinformatics, Oxford, v. 19, n. 12, p. 1.572-1.574, 2003.

SERRA, I. M. R. S.; COELHO, R. S. B. Mancha de Pestalotiopsis em helicénia:
caracterizagdo da doenga e potenciais fontes de resisténcia. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia-DF, v. 32, p. 44-49, 2007.

SILVERIO, M. L.; CALVACANTI, M. A. Q.; SILVA, G. A,; OLIVEIRA, R. J. V,
BEZERRA, J. L. A new epifoliar species of Neopestalotiopsis from Brazil.
Agrotrépica, Itabuna, v. 28, n. 2, p.151-158, 2016.

SOARES-COLLETTI, A. R.; FISCHER, I. H.; LOURENCO, S. A. Incidence of
postharvest diseases on ‘Kumagai’ and ‘Pedro Sato’ guavas at wholesale markets in
Brazil. Tropical Plant Pathology, Brasilia, DF, v. 39, n. 6, p. 478-482, 2014.

SOUZA, A.; CARBONI, R. C. D.; WICKERT, E.; LEMOS, E. G. M.; GOES, A. Lack of
host specificity of Colletotrichum spp. isolates associated with anthracnose
symptoms on mango in Brazil. Plant Pathology, Oxford, v. 62, p. 1.038-1.047, 2013.

STEYAERT, R. L. Contribution a I'étude monographique de Pestalotia de Not. et
Monochaetia Sacc.(Truncatella gen. nov. et Pestalotiopsis gen. nov.). Bulletin du
Jardin botanique de I'Etat,/Bulletin van den Rijksplantentuin, Bruxelas, p. 285-
347, 1949.

STOVER, B. C.; MULLER, K. F. TreeGraph 2: Combining and visualizing evidence
from different phylogenetic analyses. BMC Bioinformatics, London, v. 11, p. 7,
2010.

SURYANARAYANAN, T. S.; MURALI, T. S.; THIRUNAVUKKARASU, N.; RAJULU,
M. G.; VENKATESAN, G.; SUKUMAR, R. Endophytic fungal communities in woody
perennials of three tropical forest types of the Western Ghats, southern India.
Biodiversity and Conservation, London, v. 20, n. 5, p. 913-928, 2011.

SUTTON, B. C. The Coelomycetes e fungi imperfecti with acervuli and stromata.
Slough: CABI Publishing, 1980.

URBEZ-TORRES, J. R.; PEDUTO, F.; STRIEGLER, R. K.; URREA-ROMERO, K. E,;
RUPE, J. C.; CARTWRIGHT, R. D.; GUBLER, W. D. Characterization of fungal
pathogens associated with grapevine trunk diseases in Arkansas and Missouri.
Fungal Diversity, Hong Kong, v. 52, n. 1, p. 169-189, 2012.



52

VENTURA, J. A; COSTA, H. Doengas da goiabeira. In: FREIRE, F. C. O,
CARDOSO, J. E.; VAIANA, F. M. P. (Ed.). Doengas de fruteiras tropicais de
interesse agroindustrial. Brasilia-DF: Embrapa Informagao Tecnoldgica, 2003. p.
227-267.

WATANABE, K.; NAKAZONO, T.; ONO, Y. Morphology evolution and molecular
phylogeny of Pestalotiopsis (Coelomycetes) based on ITS2 secondary structure.
Mycoscience, Téquio, v. 53, n. 3, p. 227-237, 2012.

WHITE, T. J.; BRUNS, T.; LEE, S.; TAYLOR, J. W. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: INNIS, M.A;;
GELFAND, D. H.; SNINSKY, J. J.; WITHE, T. J. (Ed.). PRC protocols: a guide to
methods and applications. New York: Academy Press, 1990.

WICKERT, E.; SOUZA, A.; PEREIRA, R. M,; KISHI, L. T.; LEMOS, E. G. M.; GOES,
A. Molecular and Pathogenic Study of Guignardia spp. Isolates Associated to
Different Hosts. Advances in Microbiology, Irvine, v. 4, p. 116-125, 2014.

XU, J.; EBADA, S. S.; PROKSCH, P. Pestalotiopsis a highly creative genus:
chemistry and bioactivity of secondary metabolites. Fungal Diversity, Hong Kong, v.
44,n.1, p. 15-31, 2010.

XU, J.; YANG, X.; LIN, Q. Chemistry and biology of Pestalotiopsis-derived natural
products. Fungal Diversity, Hong Kong, v. 66, n. 1, p. 37-68, 2014.

YANG, M. The studies revised the genera Pestalotiopsis and Bipolaris based on
morphological characters and molecular data. Kunming: Kunming Institute of
Botany, CAS All Rights Reserved, 2012. Disponivel em:
<http://english.kib.cas.cn/rh/rp/201412/t20141215_133146.htmI>. Acesso em: 21 out.
2016.

YONGTAQO, Y.; TAK-WAH, L.; HING-FUNG, T. PnpProbs: a better multiple sequence
alignment tool by better handling of guidetrees. BMC Bioinformatics, London, v. 17,
p. 633-643, 2016.

ZHANG, Z.; YANG, D.; YANG, B.; GAO, Z.; LI, M.; JIANG, Y. H. B-Aminobutyric acid
induces resistance of mango fruit to postharvest anthracnose caused by
Colletotrichum gloeosporiodes and enhances activity of fruit defense mechanisms.
Scientia Horticulturae, New York, v. 160, p. 78-84, 2013.



