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RESUMO

O abacateiro (Persea americana) € uma cultura de importancia crescente no Brasil
devido ao aumento da sua produgao e exportagdo. A podridao pés-colheita € um dos
problemas que afetam essa cultura devido a depreciacdo que causa no fruto. Essa
doenca é causada por diversos fungos e dentre eles se encontram espécies
pertencentes a familia Botryosphaeriaceae. Por isso, o presente trabalho teve o objetivo
de identificar espécies de Botryosphaeriaceae associadas a podridao pos-colheita em
abacates provenientes do Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais. A partir de quarenta
isolados obtidos foram realizadas caracterizagbes: cultural, morfolégica, patogénica e
filogenética. O crescimento micelial se deu sob temperatura de 25°C e apresentou
diferengas significativas na taxa de velocidade de crescimento, porém nao houve
associagcao com a diferenca entre as espécies avaliadas. O mesmo aconteceu nos
testes de patogenicidade, onde micélios de Neofusicoccum foram inoculados em frutos
de abacate que foram mantidos a 25°C. As avaliagdes morfologicas realizadas a partir
de inoculagao de micélios em meio MEA e mantidos em condi¢cbes controladas de luz e
temperatura também n&o apresentaram diferenciagdo. A caracterizagao filogenética se
deu a partir das regides ITS (espacadores internos transcritos) e Alfa elongase (1-a
(EF1-a)), sendo identificadas trés espécies pertencentes ao género Neofusicoccum,
sendo trinta e oito isolados de Neofusicoccum parvum, um associado a Neofusicoccum
umdonicola e um de Neofusicoccum ribis. Esse é o primeiro relato de N. umdonicola

associado a abacate no Brasil.

Palavras chave: Neofusicoccum, abacate, caracterizacao, primeiro relato.






ABSTRACT

The avocado (Persea americana) is a culture of growing importance in Brazil due to the
increase of its production and export. Post-harvest rot and one of the problems affecting
this crop is the discovery it causes in the fruit. This disease is caused by several fungi
and among them and other species belonging to the family Botryosphaeriaceae.
Therefore, the present work was carried out with the objective of identifying
Botryosphaeriaceae species associated with post-harvest rot in avocados from the State
of Sdo Paulo and Minas Gerais. From forty isolates were obtained characterizations:
cultural, morphological, pathogenic and phylogenetic. Mycelial growth occurred at a
temperature of 25 ° C and is significant in the rate of growth rate, but is not an
association with a difference between the evaluated species. The same happened in the
pathogenicity tests, where Neofusicoccum mycelia were inoculated on avocado fruits
that were kept at 25°C. As morphological evaluations performed from the creation of
mycelia in MEA medium and kept under controlled conditions of light and temperature
also did not present the difference. A phylogenetic characterization was carried out from
the ITS (internal transcribed spacers) and Alfa elongase (1-a (EF1-a) regions). Three
species belonging to the genus Neofusicoccum were identified, of which thirty eight were
Neofusicoccum parvum, one associated with Neofusicoccum umdonicola and one of
Neofusicocumum ribis. This is the first report of N. umdonicola associated with avocado

in Brazil.

Keywords: Neofusicoccum, avocado, characterization, first report.
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1 INTRODUGAO

O cultivo de abacate (Persea americana Mill.) tem sido impulsionado nos
ultimos anos por conta do ritmo crescente da sua exportacdo. Atualmente, é
considerado um nicho de mercado que auxilia no déficit da produg¢ao de outras frutiferas
(ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017). Devido a isso, houve um
aumento expressivo na producdo nacional de abacate, que em 2013, era de 94.294
toneladas passando para 180.636 toneladas em 2016, demonstrando um crescente
aumento dos investimentos nesse ramo de produgcdo (FIRMINO et al.,2016, 2013;
ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017). Sendo a regido sudeste do pais a
maior produtora e responsavel por quase toda a produg¢do nacional onde o estado de
S&o Paulo recebe o maior destaque (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA,
2017).

Os frutos de abacate sdo altamente pereciveis e podem ter sua qualidade
comprometida por ferimentos, no manejo inadequado na colheita, transporte e
armazenamento dificultando a sua comercializacdo (CARVALHO et al.,2001). Neste
contexto as doencas pos-colheita sdo importantes e inviabilizam a venda do produto
final (PEGG et al., 2002).

Dentre os patéogenos causadores dessas doengas em abacate, encontram-se
os fungos da familia Botryosphaeriaceae. Apesar de n&o serem tdo incidentes se
comparados a outras espécies, esses de fungos portam uma caracteristica particular
que dificulta o seu controle: sdo micro-organismos endofiticos que podem se tornar
fitopatogénicos caso o hospedeiro seja submetido a condigéo de estresse (SLIPPERS e
WINGFIELD, 2007; FISCHER et al., 2011).

Além de possuirem uma ampla distribuigdo geografica e vasta gama de
hospedeiros, esses micro-organismos tém capacidade de infectar multiplas espécies de
plantas, aumentando a possibilidade de invasdo a novas areas do globo, o que pode
gerar incontaveis prejuizos econémicos e ecologicos (MEHL et al. 2017; SLIPPERS e
WINGFIELD, 2007).

Portanto, o entendimento da biologia, dispersao e diversidade desse grupo é de

fundamental valia somado ao desenvolvimento de técnicas capazes de identificar
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espécies de Botryosphaeriaceae. Esses dados podem auxiliar no processo de
quarentena, impedindo sua dispersdo e, possivelmente, estratégias de manejo e
controle poderao ser desenvolvidas no combate a esse patdogeno (SLIPPERS et al.,
2017).

Diante do que foi exposto, o presente trabalho teve como objetivo identificar
espécies de Botryosphaeriaceae causadoras de podriddao pos-colheita em plantagbes

de abacate pertencentes aos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do abacateiro

O abacateiro (Persea americana Mill.), pertencente a familia Lauraceae, é
originario do México e América Central (DONADIO, 1995). Devido a sua origem adapta-
se muito bem ao clima tropical e subtropical sendo encontrado, principalmente, no
México, toda América Central, Israel, Havai, Africa do Sul e em alguns paises da
América do Sul (TEIXEIRA, 1991; DONADIO, 1995).

E uma planta de porte médio a elevado (12 a 20 metros) com copa ereta ou
espalhada e de cultura perene. Suas folhas sdo alternadas com sistema radicular tipo
axial, inflorescéncias formadas em panicolas e fruto do tipo baga, altamente variavel em
formatos, cores e tamanhos (BERGH, 1969, BORGES; MELLO, 2017).

Em relacdo a producao nacional, dados levantados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica em 2016 demonstram que a produgéo da fruta no pais foi de
180.636 toneladas em 10.354 hectares. A regido Sudeste é detentora de praticamente
toda a safra produzida, sendo S&o Paulo o principal estado produtor (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017).

O cultivo do abacate tem sido estimulado nos ultimos anos devido a crescente
exportacédo, sendo uma das espécies que compensaram a retragado de outros produtos
agricolas. Fato corroborado pelo aumento dos investimentos no setor visando a sua
expansdo (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017).

No Brasil, sdo produzidas as variedades: Tropical, Hass e Fuerte. Enquanto a
variedade Tropical se destaca no cenario nacional pelo baixo teor de éleo e tamanho
grande, as variedades Hass e Fuerte, popularmente conhecidas como avocado, sao
principalmente cultivadas para exportacdo e apresentam alto teor de 6leo e tamanho
diminuto (DONADIO, 1995). Apesar das similaridades, as espécies Hass e Fuerte
podem ser distintas pela casca e coloragdo, enquanto a variedade Hass possui a casa
grossa e rugosa com alteracdo de cor logo apdés a colheita, a variedade Fuerte é
composta por casca lisa, fina e sem alteracdo de cor com o amadurecimento
(DONADIO, 1995).
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O abacate possui um excelente valor nutricional, sendo descrito por institutos
especializados em coragdo como alimento saudavel e fonte de gordura alimenticia
(PEREZ-JIMENES, 2008). Além do alto teor de 6leos, a fruta também possui
carboidratos, minerais, proteinas e vitaminas (KNIGHT JR, 2002).

Tendo um melhor desempenho se comparado a soja e amendoim, o Oleo
extraido de abacate € de grande interesse na produgdo de biocombustiveis também
nas industrias farmacéutica e de cosméticos. Pelas condi¢des ambientais favoraveis, o
aumento da producdo dessa cultura torna promissor seu investimento no Brasil
(TANGO e TURATTI, 1992; KOLLER, 2002; BORGES; MELLO, 2017). Nesse caso, a
qualidade dos frutos € de extrema importancia para que respondam as exigéncias do

mercado, sendo necessarios maiores investimentos e estudos (DONADIO, 1995).

2.2 Problemas de pés-colheita do abacate

Os danos pos-colheita podem se expressar desde o momento da colheita até o
seu consumo e sao classificados como de natureza fisica, fisiologica ou patoldgica
(FISCHER et al., 2011).

As doengas pos-colheita ou podridao dos frutos em abacate, responsaveis por
danos patoldgicos, causam inumeros prejuizos a essa cultura, pois depreciam o fruto e
inviabilizam seu consumo. Os fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae
frequentemente estdo relacionados a esse problema em diversas areas ao redor do
mundo (PEGG et al., 2002). Apesar de possuirem incidéncias menores em comparagao
a Colletrotricum sp., patdégeno causador de antracnose, sua importancia ndo deve ser
subestimada. Embora sejam endofiticos, esses micro-organismos tém a capacidade de
se tornar patogénicos quando o seu hospedeiro se encontra sob condi¢des de estresse
ou apos sofrer danos quimicos ou fisicos (SLIPPERS e WINGFIELD, 2007; FISCHER et
al., 2011).

Um fato agravante é que Neofusicoccum e Lasiodiploidia, géneros pertencentes
a familia Botryosphaeriaceae, estdo associadas a essa doenga e normalmente ocorrem
em conjunto. Além disso, podem ser associadas a antracnose, gerando um aumento

nas perdas, pela decomposigdo mais rapida dos frutos (DARVAS, 1978).
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2.3 Aspectos gerais da familia Botryosphaeriaceae

Espécies pertencentes a familia Botryosphariaceae possuem extrema
importancia agricola, ja que afeta uma ampla gama de hospedeiros, tanto lenhosos
como nao lenhosos (CROUS et al., 2017). Esses patdégenos podem gerar inumeros
tipos de sintomas em diferentes partes da planta (CROUS et al., 2017).

No processo de infecgcdo, 0os esporos sexuais e assexuais sao transportados
pelo vento, por respingos de agua ou até mesmo pela formagdo de apressorios e
colonizam o hospedeiro por meio de aberturas naturais como: estdmatos, lenticelas e
brotamentos (SWART et al., 1987; SLIPPERS e WINGFIELD, 2007; MEHL et al., 2013).

Como dito anteriormente, a expressao de doencgas relacionadas a essa familia
esta intimamente ligada ao estresse do hospedeiro ou tal condigdo é o gatilho para o
seu desencadeamento (SLIPPERS & WINGFIELD, 2007; CROUS et al.,, 2017,
SLIPPERS et al., 2017). Neste contexto, tem-se as mudangas climaticas somadas as
alteragbes antropogénicas que exercem determinada pressao na comunidade de
plantas e, como resultado, geram impactos negativos tanto na agricultura quanto
silvicultura (DESPREZ-LOUSTAU et al., 2007; STURROCK et al., 2011; ZLATKOVIC et
al., 2016).

Além disso, existem espécies na familia Botryosphaeriaceae que sao
consideradas cripticas, tendo individuos com morfologia parecida ou até mesmo
idéntica, porém com caminhos evolutivos e reprodutivos distintos total ou parcialmente
(BICKFORD et al.,2006). Contudo, o conhecimento acerca da distingdo desse tipo de
espécie vem aumentando por meio do uso do método conhecido como concordancia
genealdgica ou “Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition
(GCPSR)". Através de analises filogenéticas de diferentes /oci polimérficos, compara-se
a genealogia de genes como, por exemplo, a distingdo de Neofusicoccum karanda do
complexo N.parvum | N.ribis (TAYLOR et al.,2000; SAKALIDIS, HARDY e BURGESS,
2011).
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2.4 Aspectos taxonémicos da familia Botryosphaeriaceae

Taxonomicamente, a familia Botryosphaeriaceae pertence ao Dominio
Eukaryota; Reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe Dothiomycetes e Ordem
Botryosphaeriales (SCHOCH et al., 2006).

A classificagdo dos individuos pertencentes a essa familia foi, durante muito
tempo, confusa. Esse fato ja foi justificado pela classificagdo das espécies, até o final
dos anos 1990, serem baseadas principalmente em dados morfolégicos que, no caso
de Botryosphaeriaceae, sdo muito similares (CROUS et al., 2017).

Até o inicio da década de 2000, Botryosphaeriaceae era a unica familia
pertencente a ordem Botryosphaeriales. Nesse agrupamento mais de 2000 nomes ja
foram englobados, incluindo estados telomérficos e anamorficos, sendo os principais
representantes: Diploidia, Botryosphaeria, Fusicoccum, Dothiorella, Lasiodiploidia e
Sphaeropsis (SLIPPERS et al., 2007).

Esse processo comecou a sofrer modificagdes com Crous e colaboradores
(2006) que, percebendo os diferentes organismos dentro de um mesmo grupo,
propuseram mudancas que se baseassem, predominantemente, em fatores
filogenéticos e caracteristicas morfologicas assexuais (SLIPPERS et al., 2017). Somada
a diversidade das estruturas assexuais dessas espécies, a classificacdo dos anamorfos
€ baseada nas caracteristicas conidiais: tamanho, forma, cor, septagcdo e maturagao
(SLIPPERS et al.,, 2004; CROUS et al.,, 2006, SLIPPERS e WINGFIELD, 2007).
Caracteristicas miceliais como o crescimento e a presenca de pigmentos fundidos no
meio de cultura também s&o utilizadas (SLIPPERS e WINGFIELD, 2007).

No entanto, pouco desses dados sdo levados em consideragao atualmente
dentro dessa ordem, sendo que a diversidade anteriormente descrita também pode ser
encontrada dentro do conceito espécie (BARBER et al., 2005; CROUS et al., 2006;
PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2017).

Recentemente foram adotadas descricbes como: hospedeiro, data de coleta,
localizagdo, patogenicidade, sintomas e taxa de crescimento sob determinadas
condigbes de temperatura. Quando combinadas com dados genéticos, tornam-se mais

uteis se comparadas com as caracteristicas morfolégicas (SLIPPERS, et al., 2017).
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Desde entdo, novos estudos delinearam oito novas familias baseadas em
dados filogenéticos, morfolégicos e ecoldgicos: Aplosporellaceae (SLIPPERS et al.,
2013); Botryosphaeriaceae (CROUS et al., 2006); Endomelanopsisaceae (YANG et al.,
2017); Melanopsaceae (SLIPPERS et al., 2013); Phyllostictaceae (WYKEE et al.,
2013), Planistromellaceae (MINNIS et al., 2012) Pseudofisicoccumaceae (YANG et al.,
2017); Saccharataceae (SLIPPERS et al., 2013) e Septorioideaceae (WYKA &
BRODERS, 2016).

Nesse contexto, criou-se a declaracdo de Amsterdam para auxiliar estudos na
area de fitopatologia. Tal codigo preconiza “One fungus one name” - Um fungo um
nome (CROUS et al., 2006; WINGFIELD et al., 2012; CROUS et al., 2015). Ademais, o
processo de classificagdo de alguns organismos deve obedecer ao cédigo Internacional
de Nomenclatura para algas, fungos e plantas (ICN) que delimita uma filogenia
fidedigna e permite melhor descri¢ao de futuras espécies (HAWKSWORTH et al., 2011;
MCNEAL et al., 2012; CROUS et al., 2017; SLIPPERS et al., 2017). Sendo assim, a
classificagdo de um organismo deve utilizar o conjunto de caracteres bioldgicos,
morfoldgicos, ecolégicos e patogénicos embasados por dados moleculares para o
conhecimento do desenvolvimento e evolugdo dos micro-organismos (JACOBS et al.,
1998; DENMAN et al., 2000).

Descobertas mais recentes, por meio de marcadores moleculares, mostraram
espécies limitrofes entre géneros, além de hibridos. Tal fato € amplamente discutido
pela importancia em futuras classificagdes. Assim, novos caracteres sdo necessarios
para delimitagcdo entre espécies, evitando que novos taxons sejam hibridos (CROUS et
al., 2017)

Atualmente, as mudancgas na ordem Botryosphaeriales foram reconhecidas com
23 géneros incluidos na familia, além de varias espécies se mostrarem hospedeiro-
especificas (CROUS et al., 2017).

2.5 Caracterizagao molecular da familia Botryosphaeriaceae

A espécie pioneira no conceito de caracterizagcdo genética dentro de

Botryosphaeriaceae foi Botryosphaeria dothidea (SLIPPERS et al., 2004). Essa
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descoberta foi importante na caracterizagdo de novos organismos dentro dessa familia
e possibilitou a abertura para diferentes clados em que a mesma espécie foi separada
em diferentes géneros (CROUS et al., 2006; SLIPPERS et al., 2004).

Recentemente, as técnicas moleculares, partindo do sequenciamento genético
de regides alvos de DNA, sdo as mais aceitas no processo de caracterizagao e relagao
filogenética de espécies pertencentes a Botryosphaeriaceae sobrepondo-se,
principalmente, a caracterizacdo morfologica (DEANMAN et al., 2000; PAVLIC et al.,
2009a; PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2014; SLIPPERS et al., 2017).

Partindo desse principio, a classificagdo baseada no genoma € uma ferramenta
que, além de gerar dados taxondmicos mais confiaveis, também auxilia no processo de
quarentena (BURGESS et al., 2017). Além disso, essa familia pode ser encontrada em
estado endofitico, o que é dificil de ser detectado mesmo existindo sintomas. Assim,
ndo se pode depender de identificagbes morfologicas subjetivas e classificacoes
arcaicas para essa doenga que se encontra em expansao (CROUS et al., 2016)

Essa preocupacao € embasada na dispersao desses patdgenos em escala
global, fato que s6 pode ser explicado por agdes humanas uma vez que seus esporos
sao pegajosos e sua disseminagao depende, principalmente de chuva e vento e, em
menor grau, por insetos (VAN NIEKERK et al., 2010, MEHL et al., 2013; MOYO et al.,
2014; VALENCIA et al., 2015; SLIPPERS, 2017).

Partindo dessa problematica, alguns iniciadores sao considerados pilares para
as analises moleculares, sendo eles: a regido do espagador interno transcrito (ITS —
5,6S RNA), alfa elongase (1-a (EF1-a)), betatubulina (TUB) e RNA polimerase |l. Estas
sao regides consideradas essenciais para o desenvolvimento desses micro-organismos
(COUTINHO, 2016).

Sendo assim, as avaliagcbes moleculares basearam-se inicialmente no
sequenciamento do ITS. Ademais, para gerar robustez aos dados, foram necessarios
sequenciamentos de novos /loci e atualmente, existem analises fundamentadas em até
seis deles dependendo da espécie (SLIPPERS et al., 2017; YANG et al., 2017).

Em se tratando de Botryosphaeriaceae a combinagao de dois /loci é a mais

utilizada na filogenia (ITS e alfa elongase). Porém, sabe-se que a regido da alfa-
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elongase pode n&o acontecer em todas as espécies, sendo necessarios novos /oci para
o futuro sequenciamento (CRUYWAGEN et al., 2017).

Nesse caso, a regido betatubulina (TUB) foi uma das alternativas para
solucionar essa problematica, mas n&o foi o suficiente para todos os organismos. A
partir dai, novos estudos utilizando a RNA polimerase Il mostraram-se muito
promissores, tendo visto que essa nova regiao consegue diferenciar espécies que até
entdo eram consideradas muito proximas (PAVLIC et al., 2009; SAKALIDIS et al., 2011;
YANG et al.,, 2017; SLIPPERS et al., 2017). McTaggart e colaboradores (2016)
explicitaram a importancia do conhecimento de todo o genoma para a compreensao da
biologia desses organismos, auxiliando no entendimento da maquinaria molecular.

Somado a isso, genes do tipo mating (MAT) podem avaliar a compatibilidade de
acasalamentos, além de determinar a dindmica populacional e revelar as relagdes
filogenéticas de espécies cripticas (COPPIN et al., 1997; KRONSTAD e STABEN, 1997;
STEENKAMP et al., 2000; UENG et al., 2003; GROENEWALD et al., 2007; LEE et al.,
2010; POGGELER et al. 2011; KASHYAP et al. 2014; LOPES et al., 2017)

Portanto, o desenvolvimento da caracterizagdo molecular esta cada vez mais
robusto e o aprimoramento de técnicas gera ainda mais confiabilidade em futuras
modificagbes taxondmicas, além de auxiliar nas tomadas de decisao para quarentenas
e até mesmo no desenvolvimento de possivel manejo para esses patdogenos
(MCTAGGART et al., 2016).

2.6 Género Neofusicoccum

Os fungos pertencentes ao género Neofusicoccum, anteriormente conhecidos
como Botryosphaeria, com anamorfo Fusicoccum, estdo inseridos na familia
Botryosphaeriaceae (CROUS et al., 2006; SLIPPERS e WINGFIELD, 2007; SAKALIDIS
etal., 2013, LOPES et al., 2017).

Esse género possui uma ampla distribuicdo geografica e uma vasta gama de
hospedeiros, preferencialmente, plantas lenhosas de interesse comercial, agricola e
florestal (LOPES, 2017; SLIPPERS e WINGFIELD, 2007).
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Relacionando o complexo N. parvum / N. ribis com a sua distribuicdo global,
classifica-se N. parvum como espécie generalista, com cerca de 90 diferentes
hospedeiros e sendo distribuida mundialmente. Por outro lado, N. ribis é restrita, sendo
encontrada a partir de um unico hospedeiro. O restante das espécies que entremeiam
esse complexo tem menos hospedeiros comparadas a N. parvum e maior distribuicao
geografica do que N.ribis (SAKALIDIS et al., 2013).

Atualmente, o género conta com 27 espécies, cuja identificagdo baseada em
dados morfologicos é dificil. Segundo Lopes e colaboradores. (2017), o embasamento
somente por meio desses dados pode gerar uma interpretacdo errbnea ao longo do
processo de classificacdo dos individuos, ja que espécies cripticas geralmente séo
agrupadas.

Logo, a filogenia baseada em multiplos genes ja € empregada para a
identificagcdo de espécies cripticas desde 2004. Neste contexto, cinco novas espécies
foram descritas dentro do complexo N. parvum | N. ribis, sendo elas N. umdonicola, N.
cordaticola, N. kwambonambiense (PAVLIC et al., 2009a), N. batangarum (BEGOUDE
et al., 2010) e N. occulatum (SAKALIDIS et al., 2011) (SAKALIDIS et al., 2013).

Recentes estudos, a partir de genes relacionados ao ciclo reprodutivo (MAT),
foram realizados demonstrando a grande variabilidade entre individuos com diminuicao
dentre espécies estreitamente relacionadas, como é o caso de Neofusicoccum parvum
e N. ribis (LOPES, et al., 2017). Neste sentido, a evolugdo de genes fungicos estaria
impulsionada por pressao de selegcao (STERGIOPOLOUS et al., 2007).

Quanto ao ciclo reprodutivo dentro do género, existem espécies homotalicas e
heterotalicas, sendo a primeira caracteristica mais facilmente encontrada (LOPES et al.,
2017). Além disso, N. parvum e N. ribis produzem tanto estruturas sexuais quanto
assexuais em condicdes de campo, diferindo de outras espécies com somente
estruturas assexuais (PENNYCOOK e SAMUELS, 1985; SLIPPERS et al.,, 2004;
PAVLIC et al., 2007, PAVLIC-ZUPANG et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade Estadual “Julio de
Mesquita Filho” — FCAT, Campus de Dracena.

3.2 Origem e obtengao dos isolados

Frutos de abacate foram obtidos na “packing house” da empresa Jaguaci,
localizada na cidade de Bauru. Quarenta isolados do fungo da familia
Botryosphaeriaceae foram provenientes de onze cidades, sendo elas: Bauru - SP,
Bernardino de Campos - SP, Itabera - SP, Ipaussu - SP, Jardinépolis - SP, Jau - SP,
Olimpia - SP, Piraju - SP, Rio Paranaiba - MG, Timburi - SP e Tupa — SP (Figura 1).

Figura 1 Identificagdo e local de origem dos 40 isolados de espécies de
Botryosphaeriaceae
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Os abacates coletados foram colocados individualmente em bandejas plasticas

e submetidos a cédmara umida durante 24 horas. Apds esta etapa, os frutos
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permaneceram por 14 dias a 25 °C em umidade relativa (UR) entre 70 — 75% até que
os sintomas fossem evidentes.

Os fragmentos sintomaticos foram coletados e submetidos a desinfestagéo
superficial, para tal, foram tratados em alcool 70% durante um minuto seguindo com
submersdo em hipoclorito de sédio a 2% por mais um minuto. Por fim, foi feita a
lavagem com agua destilada por um minuto. Os fragmentos desinfestados foram
colocados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA — Batata Dextrose Agar
(2% de Agar) e mantidos em camaras de crescimento a 25 + 1 °C em fotoperiodo
alternado de 12 horas.

As colbnias resultantes foram isoladas e lavadas com agua destilada e
autoclavada. As suspensdes de esporos obtidas foram calibradas para
aproximadamente 102 esporos/mL e, com o auxilio de uma algca de Drigalski, foram
depositadas em placas contendo meio BDA contendo 0,05% de oxitetraciclina.

A individualizagcao e transferéncia dos esporos para o meio MEA foi realizada
em microscopio optico com o auxilio de agulha entomoldgica a fim de se obter colénias
monosporicas. Cabe ressaltar que a coleta, isolamento e obtencéo dos isolados foram
realizadas pelo Pesquisador Dr. lvan Herman Fischer, da Agéncia Paulista de
Tecnologia do Agronegaocio (APTA), localizada na cidade de Bauru-SP.

Para a preservacgao dos isolados, discos de micélio de aproximadamente 5 mm
de didametro foram retirados e depositados em tubos contendo agua destilada
autoclavada. Esses tubos foram vedados com filme de PVC e mantidos a temperatura
ambiente (CASTELLANI, 1939).

3.3 Caracterizagao cultural

A caracterizagao cultural foi baseada por: velocidade de crescimento micelial,
coloragao e presenga de pigmentagao difundida no meio de cultura (PHILLIPS, 2005;
SLIPPERS et al., 2005).

Assim, discos de micélio de aproximadamente 5 mm de diametro, retirados da
zona periférica de uma col6nia cultivada durante cinco dias, foram transferidas para o

centro de placas de Petri contendo meio BDA (Figura 2).
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Figura 2 - Isolados de Neofusicoccum parvum em placas de Petri com meio BDA

Apds a repicagem, os isolados foram incubados a 25 °C em fotoperiodo
alternado de 12 horas. A avaliagao de velocidade de crescimento foi determinada com
medidas diarias de didmetros perpendiculares da colénia por meio de régua milimitrada,
com dados expressos em mm/dia. O experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticbes por isolado, sendo cada parcela
experimental composta por uma placa de Petri. Ja as caracteristicas qualitativas
(coloracado micelial e presenca de pigmentacado difundida no meio de cultura), foram
avaliadas todos os dias, a partir do surgimento da coldnia até 14° dia apds a repicagem.
Os dados obtidos foram submetidos a anadlise de varidncia e as medias foram
comparadas por meio de teste Skott — Knott em nivel de 5% de probabilidade a partir do

programa Sisvar.

3.4 Caracterizagao morfolégica

Laminas para microscopia foram preparadas com suspensdes de conidios
obtidas por culturas em meio MEA a 25 °C durante, aproximadamente, 60 dias. A
morfologia foi determinada pelo tamanho, formato e cor dos esporos produzidos pelos

isolados.
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Foram avaliados 50 conidios por isolado, tendo o comprimento e largura
mensurados em sistema de video-cAmera acoplado a um microscopio Optico, no
aumento de 40x.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias foram
comparadas por meio de teste Skott — Knott em nivel de 5% de probabilidade a partir do

programa Sisvar.

3.5 Caracterizagao patogénica

A patogenicidade dos isolados foi determinada por meio de inoculagdo de
estruturas fungicas em frutos sadios de abacate. Os frutos foram inicialmente lavados
com sabdo neutro e abundantemente enxaguados em agua corrente. Posteriormente,
foram submersos em hipoclorito de soédio a 1% durante cinco minutos e secos a
temperatura ambiente.

Em seguida, a superficie do fruto foi ferida com um furador de rolha esterilizado
de 5 mm de didmetro e, por conseguinte, foram inoculados discos de meio BDA
contendo micélios do fungo provenientes das extremidades de colbnias cultivadas
durante cinco dias sob luz continua a 25+1°C.

A incubacao dos frutos foi realizada no escuro com UR de 70-75% durante 7
dias. Além disso, frutos inoculados apenas com discos de meio BDA foram utilizados
como testemunha. Ao final do experimento, os didmetros perpendiculares das lesbes
foram mensurados com paquimetro.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes por tratamento. Os resultados foram analisados por meio do teste de

Skott — Knott ao nivel de 5% de probabilidade no programa Sisvar.
3.6 Extracao, amplificagao e seqlienciamento de DNA
Na identificagdo dos isolados, foi realizada a extracdo de DNA seguida da

reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e, por fim, o sequenciamento dos fragmentos

previamente obtidos.
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Primeiramente, massas miceliais de cada isolado foram coletadas do meio de
cultura BDA sdélido, sendo que essas amostras foram mantidas durante cinco dias a 25
°C em fotoperiodo alternado de 12 horas. Assim, foi realizada uma raspagem da
superficie do meio de cultura contendo a massa micelial, sendo transferida para tubos
de microcentrifuga de 1,5 mL.

A extragao de DNA seguiu o protocolo proposto por Murray e Thompson (1980),
com algumas modificagdes. A massa micelial foi macerada com 500 pL de tampao de
extragcdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M NaCl; 0,02M EDTA; 2% CTAB e 0,2%
B-mercaptoetanol). Entdo, os tubos foram incubados a 65 °C durante 30 minutos e 500
ML de cloroformio: alcool isoamilico (1:1) foram adicionados. Os tubos foram
homogeneizados manualmente por agitagdo por dez minutos e centrifugados a 10.000
rom durante dez minutos.

A fase aquosa foi removida para novos tubos contendo 500 pL de isopropanol
e, subsequentemente, foram centrifugados a 12.000 rpm por dez minutos. Foi
descartado o sobrenadante e o “pellet” lavado com 500 uL de etanol 70%. A mistura foi
novamente centrifugada durante dez minutos a 10.000 rpm, tendo novamente o
sobrenadante descartado e o precipitado seco naturalmente a temperatura ambiente e,
posteriormente, ressuspendido em 100 uyL de agua contendo DEPC
(dietilpirocarbonato) .

O DNA gendmico extraido foi utilizado como molde para a amplificagdo de
partes de duas regides: regido do espacgador interno transcrito (ITS), utilizando
oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990) e a regidao génica alfa-
elongase por meio do par de primers TEF1-728F e TEF1-986R (CARBONE e KOHN.,
1999).

Para a amplificagdo da regiao ITS, foram utilizados 30 ng de DNA total extraido,
tampao 1X enzima GoTaq DNA polimerase (Promega®), 2mM MgCl,, 0,2 mM de cada
primer (sense e anti-sense) e 1,25 U de GoTaq DNA polimerase (Promega®). O volume
foi ajustado para 50 puL com agua tratatada com DEPC.

As reagdes foram realizadas em termociclador (Biorad®) seguindo as

condigbes: 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 35 segundos para desnaturagao,
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anelamento 52 °C durante 1 minuto e extensao 72 °C por 1 minuto, por fim 72 °C por
mais 15 minutos.

Ja na amplificacdo da alfa elongase, foram utilizadas 25 ng de DNA total
extraido, 25 uL de Taq DNA Polymerase 2X Master Mix (Ampligon®) e 0,25 mM de cada
primer. As condi¢des para a amplificagdo foram: 96 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 94 °C
por 30 segundos para desnaturacéo, anelamento 58 °C durante 1 minuto e extensao 72
°C por 1,5 minutos, terminando com 72 °C por mais 10 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 2,0% contendo tris borato EDTA 1X, corado com brometo de etidio e
observados sob luz UV. As analises de sequenciamento foram realizadas no Centro de
Genoma Humano da Universidade de Sao Paulo (USP) com 100uL do produto da PCR
previamente purificado com o kit “SV Gel and PCR Clean UP system” (Promega®).

Logo, as sequéncias obtidas foram editadas por meio do software BioEdit
Sequence Aligment Editor (1997-2017) sendo utilizadas como moldes na procura de
sequéncias similares pelo software Blastn pertencente ao NCBI (National Center for
Biotechnological Information). Partindo desses dados, foram levantadas as espécies

encontradas e também sua frequéncia.
3.7 Analises filogenéticas

As sequéncias previamente editadas foram alinhadas no software Mega 5.05
(TAMURA et al., 2011). Somado a respectivamente 24 e 26 sequéncias, ITS e Alfa
elongase, de espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae previamente
depositadas no GenBank também foram incluidas nas avaliagdes filogenéticas
(MOHALI et al.,2006)(Tabela 1).



Tabela 1 - Isolados disponiveis no GeneBank utilizados para o estudo de filogenia (MOHALI et al., 2006)

Espécie Isolado Hospedeiro Origem Ge(?TBSa)nk G(ﬁ?:?:)k
Botryosphaeria dothidea CMW7780 Fraxinus Excelsior  Suica AY236947 AY236896
Botryosphaeria dothidea CMW7999 Ostrya sp. Suica AY236948 AY236897
Botryosphaeria dothidea CMW8000 Prunus sp. Suiga AY236949 AY236898
Botryosphaeria parva CMW9OO077 Actinidia deliciosa  Nova Zelandia - AY236884
Botryosphaeria parva CMW9O078 Actinidia deliciosa  Nova Zelandia AY236940 AY236885
Botryosphaeria parva CMW9079 Actinidia deliciosa  Nova Zelandia AY236941 AY236886
Botryosphaeria parva CMW9080 Populus nigra New Zealand AY236942 AY236887
Botryosphaeria parva CMW9081 Populus nigra New Zealand - AY236888
Botryosphaeria ribis CMWT7772 Ribes sp. Nova lorque  AY236935 AY236877
Botryosphaeria ribis CMWT7773 Ribes sp. Nova lorque  AY236936 AY236878
Botryosphaeria ribis CMW7054 Ribes sp. Nova lorque  AF241177 AY236879
Botryosphaeria lutea CMW9076 Malus domestica Nova Zelandia AY236946 AY236893
Botryosphaeria lutea CMW992 Actinidia deliciosa  Nova Zelandia AF027745 AY236894
Fusicoccum mangiferum CMW7801 Mangifera indica Australia AY615187 -
Fusicoccum mangiferum CMW7024 Mangifera indica Australia AY615185 -
Botryosphaeria eucalyptorum CMW10125 Eucalyptus grandis Africa do Sul AF283686 AY236891
Botryosphaeria eucalyptorum CMW10126 Eucalyptus grandis Africa do Sul AF283687 AY236892

Fusicoccum andinum CMW 13446 Eucalyptus sp Venezuela DQ306263 DQ306264

Fusicoccum andinum CMW 13455 Eucalyptus sp Venezuela AY693976 AY693977
Fusicoccum stromaticum CMW13434 Eucalyptus hibrido Venezuela AY693974 AY693975
Fusicoccum stromaticum CMW13435 Eucalyptus hibrido Venezuela DQ436935 DQ436936
Botryosphaeria stevensii CMW7060 F. Excelsior Noruega AY236955 AY236904
Botryosphaeria obtusa CMW7774 Ribes sp. Nova lorque  AY236953 AY236902
Botryosphaeria obtusa CMW7775 Ribes sp. Nova lorque  AY236954 AY236903
Botryosphaeria rhodina CMW9074 Pinus sp. México AY236952 AY236901
Botryosphaeria rhodina CMW10130  Vitex donniana Uganda AY236951 AY236900
Bionectria sp. CMW7063 Desconhecido Noruega - AY236905
Neofusicoccum umdonicola CMW28412 Mangifera indica Africa do Sul  KU997418 -
Neofusicoccum umdonicola CMW14106 Syzygium cordatum Africa do Sul - KX464759

33
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A filogenia foi realizada por meio do método “Neighbor-Joining” (SAITOU; NEI,
1987). A arvore consenso foi inferida a partir de 10.000 repeti¢cdes de “bootstrap”, tendo
as suas distancias evolutivas calculadas utilizando o método Jukes-Cantor (JUNKES;
CANTOR, 1969).
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizagao cultural

Todas as colbnias apresentaram micélio aéreo, cotonoso e, inicialmente, de
coloragao branca. A partir do terceiro dia apds a transferéncia em placa, essas
estruturas mudaram de cor se tornando acinzentadas. Apds seis dias, foi possivel

observar a mudanca de cor da colénia, que passou de cinza para negra (Figura 3).

Figura 3 — Coloracao de Neofusicoccum parvum. A. Dois dias de incubagao, B. e
C. Seis dias de incubagao e pigmentagao do meio de cultura BDA
— R % ST

Comparando as amostras que resultaram no menor crescimento houve um
predominio das amostras originarias de Bauru (FUS4, FUS 5, FUS FUS 33, FUS 1,
FUS 24 e FUS 36). Para as amostras que apresentaram maior crescimento, notou-se
que aquelas provenientes de Jau foram maioria (FUS 65, FUS 68 e FUS 72) (Grafico 1).
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Grafico 1 - Crescimento micelial dos isolados de Neofusicoccum (cm/dia)
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*Médias comparadas pelo teste de Scott-Knott com agrupamentos diferenciados por letras e a
nivel de significancia de 5%, CV=7,56

4.2 Caracterizagcao morfologica

Somente os isolados FUS 68 e FUS 72 nado esporularam sobre o meio de
cultura MEA.

Nao houve diferengas na morfologia dos conidios, sendo classificados como
hialinos, de parede fina, geralmente asseptados ou podendo apresentar septos quando
maduros e fusiformes (Figura 4). A presenca de picnidios também nao foi um fator
determinante para a separagao entre as espécies.

Em relacdo ao tamanho dos conidios, foi observada ampla variacdo quando
todos os isolados foram comparados. Tendo o comprimento médio variando de 9,56 ym
a 13,83 uym, a largura meédia variou 6,43 uym a 12,48 uym, ja a relagdo comprimento e a
largura as variagbes foram 0,72 ym a 1,73 ym (Tabela 2). Pode-se ressaltar que a
quantidade de estruturas assexuadas era visivelmente maior em N. parvum se

comparada as outras espécies.
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Figura 4 — Caracteristicas dos conidios de Neofusicoccum parvum. A. Conidios
hialinos e asseptados, B. presenca de septo e coloragao castanha
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Tabela 2 — Dimensoées e desenvolvimento de picnidios dos conidios dos isolados
de Neofusicoccum

Isolado Dimensces Picnidios
Comprimento (um) Largura (um) C/L
FUS 1 11,13 b 8,78b 1,27 ausente
FUS 2 9,56 a 6,43 a 1,49 ausente
FUS 3 10,74 b 8,00b 1,34 presente
FUS 4 10,34 a 11,13d 0,93 ausente
FUS 5 11,13 b 11,13 d 1,00 ausente
FUS 6 9,95 a 8,39b 1,19 ausente
FUS 13 11,13 b 10,05 ¢ 1,11 presente
FUS 15 10,34 a 9,96 c 1,04 ausente
FUS 17 11,13 b 9,17 b 1,21 presente
FUS 20 11,67 b 10,35 ¢ 1,13 presente
FUS 21 11,40 b 10,23 ¢ 1,12 presente
FUS 23 11,67 b 10,35 ¢ 1,13 ausente
FUS 24 11,13 b 9,96 c 1,12 ausente
FUS 25 11,94 b 11,94 d 1,00 presente
FUS 26 11,13 b 9,96 c 1,12 ausente
FUS 27 11,40 b 11,13 d 1,02 ausente
FUS 28 13,29d 11,94 d 1,11 presente
FUS 29 9,57b 11,28 ¢ 0,85 presente
FUS 31 11,13 b 9,17 b 1,21 ausente
FUS 32 13,29d 10,74 d 1,24 presente
FUS 33 11,13 b 6,82 a 1,63 presente
FUS 34 11,13 b 11,13 d 1,00 ausente
FUS 35 11,13 b 9,57 c 1,16 presente
FUS 36 11,13 b 8,39b 1,33 presente
FUS 37 11,40 b 11,13 d 1,02 presente
FUS 38 11,40 b 9,57 c 1,19 presente
FUS 39 11,40 b 800b 1,43 presente
FUS 40 12,21 ¢ 11,13 d 1,10 presente
FUS 41 13,51d 12,48 d 1,08 presente
FUS 42 11,13 b 11,13 d 1,00 ausente
FUS 43 11,13 b 8,00b 0,72 ausente
FUS 45 12,63 c 11,13d 1,13 ausente
FUS 46 11,67 b 7,60 b 1,54 ausente
FUS 51 13,14 d 9,74 c 1,35 ausente
FUS 52 13,83 d 11,13d 1,24 presente
FUS 65 13,29d 11,67 d 1,14 presente
FUS 76 11,40 b 9,96 c 1,15 ausente
FUS 79 11,13 b 6,43 a 1,73 presente

*C/L — Relagdo comprimento por largura
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4.3 Caracterizacao patogénica

Todos os isolados se mostraram patogénicos quando inoculados em frutos
sadios de abacate (Grafico 2). Entretanto, percebe-se que o isolado FUS 37 ocasionou
menor lesdo. Esse isolado é pertencente a cidade de Jau.

Além disso, os dois isolados caracterizados com uma espécie diferente de N.
parvum (FUS 4, FUS 29) entremeiam as taxas de crescimento que agrupam

estatisticamente os individuos representados pelas letras B e C no grafico 3.

Grafico 2 - Diametro de lesdes (cm) provenientes de isolados de Neofusicoccum 4
dias apods a inoculagao em abacate

60 1
gdadad’
_ ccccccc
/E\SO bbbbbCCCcCCCc
< bbbbbbbbb
g4 b
[}
Q
@ 30 A
© a
o
B 20 A
€
©
0 10 -
0 -
374246 52 3 203876364 1 2 652851792921 5 4045 26432417 252732153323 6 4113 313539
Isolados (FUS)

*Médias comparadas pelo teste de Scott-Knott com agrupamentos diferenciados por letras e a nivel de
significancia de 5%, CV=10,33.

Em se tratando do progresso da doencga, observou-se que ndo houve periodo
de laténcia. Um dia apds a inoculagdo dos micro-organismos ja se observava o
desenvolvimento de micélio, sendo que, no quarto dia, o fruto estava tomado pelo fungo
(Figura 5).
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Figura 5 - Frutos de abacate apés um dia (A), dois (B) e quatro dias (C) apds a
inoculagao com Neofusicoccum parvum

Sendo assim, a caracterizagdo patogénica nédo foi um fator determinante no

processo de diferenciagédo dos isolados em questao.

4.4 Analise molecular

Dos 40 isolados obtidos, somente dois ndo foram sequenciados, devido a
problemas na amplificagdo dos fragmentos de DNA. Contudo, pelo sequenciamento da
regido ITS do DNA foi possivel verificar que 95% das amostras pertenciam a espécie N.
parvum.

Neste sentido, a amostra FUS 29 foi identificada como N. ribis e a FUS 04 como
N. umdonicola. Salienta-se que esse foi o primeiro relato de N. umdonicola como
agente causal de podriddo pés-colheita em abacate no Brasil.

Com base na arvore filogenética da regido ITS houve a formagao de 12 clados:
() Neofusicoccum parvum (anam. Botryosphaeria parva), (ll) Neofusicoccum
umdonicola, (Ill) Neofusicoccum ribis (anam. Botryosphaeria ribis), (IV) Neofusicoccum
mangiferae, (V) Botryosphaeria lutea, (VI) Botryosphaeria sp., (VIlI) Fusicoccum
stromaticum, (VIIl) Fusicoccum andinum, (IX) Botryosphaeria dothidea (anam.
Fusicoccum aesculi), (X) Botryosphaeria rhodinia, (XI) Botryosphaeria stevensi, e (XII)

Botryosphaeria obtusa.

Nao foi possivel realizar correlagao da filogenia com as regides geograficas dos

isolados estudados. Contudo, estes foram agrupados conforme a espécie (Figura 6).
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Assim, 38 isolados obtidos a partir desse estudo sao agrupados no clado (I) como
Neofusicoccum parvum e apenas um isolado (FUS04) reside no clado (ll):
Neofusicoccum umdonicola. O ultimo isolado (FUS29) foi posicionado no clado (lll)
como Neofusicoccum ribis, contudo, quando suas sequéncias foram comparadas no
programa Blast do NCBI, a similaridade gerada foi de 99% para Neofusicoccum sp.,
Neofusicoccum umdonicola e Neofusicoccum ribis, justificando sua posigao na arvore.

Com a filogenia realizada partir da regidao Alfa elongase, formaram-se 12
clados: (1) Neofusicoccum umdonicola, (ll) Neofusicoccum parvum (anam.
Botryosphaeria parva), (lll) Neofusicoccum ribis (anam. Botryosphaeria ribis), (V)
Fusicoccum andinum, (V) Botryosphaeria lutea, (V1) Botryosphaeria eucaliptorum, (VII)
Botryosphaeria dothidea (anam. Fusicoccum aesculi), (VIll) Fusicoccum stromaticum,
(IX) Botryosphaeria rhodinia, (X) Botryosphaeria stevensi, (X|) Botryosphaeria obtusa
(XIl) Hypocreales sp.

Dos 38 isolados previamente selecionados para a regido ITS, 33 foram
sequenciados para a regiao alfa elongase (1-a) sendo que algumas amostras nao
proporcionaram resultados satisfatérios nas analises de PCR. Sendo assim, foram
agrupados no clado (I) como Neofusicoccum umdonicola (FUS04), no clado (ll):
Neofusicoccum parvum (31) e clado (IlI) N. ribis.Os dados da arvore filogenética dessa

regido (Figura 7) corroboraram com os da primeira (Figura 6).
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Figura 6 — Arvore filogenética da regido ITS dos isolados de Bostryosphaeriaceae
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Figura 7 — Arvore filogenética de parte do gene da alfa elongase dos isolados de
Bostryosphaeriaceae
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5 DISCUSSAO

Das trés espécies detectadas, Neofusicoccum parvum foi previamente
apresentadas em frutos de abacate por Firmino e colaboradores (2016), Neofusicoccum
ribis foi relacionada a goiaba (NOGUEIRA JUNIOR, 2015) e Neofusicoccum umdonicola
até entao nao relatado no Brasil em frutos de abacate.

As técnicas de caracterizagao cultural ndo foram efetivas na distingdo entre as
espécies. A morfologia dos micélios e a pigmentacdo do meio de cultura foram
indistinguiveis e houve diferenciacao das taxas de velocidade de crescimento. Contudo,
nao se relacionou a filogenia e nem a geografia dos locais de coleta.

Esses dados justificaram-se pela maioria das espécies se caracterizarem por N.
parvum. Além disso, juntamente com N. umdonicola e N. ribis tratam-se de um
complexo de espécies com morfologias dificilmente distinguiveis.

Segundo Crous e colaboradores (2006b), alguns desses complexos séao
considerados sem distingdo morfolégica dependendo unicamente de dados baseados
na regiao ITS sozinhos ou associados com outros /oci para a identificagcdo inequivoca
das espécies. Atualmente, as caracteristicas morfolégicas ndo tém mais credibilidade
na distincdo entre essas espécies devido a similaridade entre elas (SLIPPERS et al.,
2017).

O mesmo ocorreu com os dados de patogenicidade, tendo diferenciagcéo
significativa entre os didametros da lesdo sem a possibilidade de ser relacionada as
espécies e também ao local de origem.

A variagdo no comprimento das lesdes, principalmente em N. parvum, refletem
um alto grau na variabilidade genética desses organismos, que somado a grande
pressdao ambiental sofrida pela comunidade de plantas resultam em estresse e maior
facilidade no desenvolvimento da doenga. Sendo a variagdo genética intrinsecamente
ligada ao controle do patégeno em campo.

Casos de variabilidade genética ja foram relatados em isolados de N. parvum
em vinhedos localizados na Nova Zelandia, tendo sugerido estudos especificos que
correlacionem a diversidade genética a viruléncia desse género. Além disso, a relagao

das condicbes ambientais no desenvolvimento de areas infectadas € amplamente
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discutido pela comunidade cientifica (SLIPPERS et al.,, 2017; CROUS et al., 2017;
BASKARATHEVAN et al.,2011).

Morfologicamente, os conidios nao apresentaram diferenca nas suas
caracteristicas, assim como em suas dimensdes nao permitindo conclusdes
relacionadas as espécies encontradas. No entanto, o tempo de cultivo foi muito maior
se confrontado com trabalho anterior (MOHALI et al., 2006).

Se comparadas a outros estudos, as dimensdes conidiais se mostraram
menores esse fato que pode ser relacionado ao tempo de desenvolvimento dessa
estrutura que em um mesmo isolado variaram consideravelmente (SLIPPERS et
al.,2004 )

As analises moleculares das regides ITS e alfa elongase foram suficientes para
o distanciamento de espécies do complexo N. parvumi/N. ribis. Nesse contexto, foram
identificadas trés espécies diferentes: N. parvum, N. umdonicola e N. ribis.

Apesar de trabalhos utilizarem até cinco genes para a completa separagao
dessas espécies Sakalidis e colaboradores (2013) afirmaram que uma clara separagao
em Neofusicoccum parvum ocorre apenas com o uso da regido ITS (PAVLIC et al.,
2009b ).

Observou-se que 95% dos isolados foram identificados como N. parvum,
seguidos de uma unica espécie pertencente a N. umdonicola e uma classificada como
N. ribis. Demonstrando superioridade de N. parvum dentro do género e indo de
encontro a especiacao de N. ribis e N. umdonicola.

Essa dominéncia pode ser ocasionada por ser um patégeno adaptado a
diferentes condicbes ambientais e hospedeiros, com ampla dispersdao e alta
variabilidade genética, inibindo a disseminacéo de outras espécies.

N. parvum foi classificado como patégeno generalista, presente em diferentes
climas e com aproximadamente 90 espécies hospedeiras conhecidas (SAKALIDIS et
al., 2013). Alem disso, é frequentemente relacionado em areas ambientalmente
degradadas e dificimente sdo encontradas em ambientes ndo afetados, onde outras
espécies desse complexo tém predominancia (PAVLIC-ZUPANC et al. 2015; MEHL et
al., 2017).
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Da-se entdo que o seu padrao de distribuicdo esta relacionado a multiplas
introdugdes devido as atividades humanas via transferéncia de germoplasma por meio
de praticas agricolas e de horticultura (SAKALIDIS et al., 2013).

Apesar dos inumeros estudos relacionados aos padrdes de distribuicdo, pouco
se sabe sobre a biologia desses micro-organismos e a introdugdo da doenca em
campo.

Portanto, a relagao entre planta — patdégeno, a patogenicidade sob condigbes de
estresse e o reconhecimento do fungo no seu estado endofitico precisam ser
respondidas para que o manejo ou até mesmo o controle da doenga em campo possam
ser desenvolvidos (SLIPPERS et al., 2017)
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6 CONCLUSOES

De acordo com as caracterizagdes, o crescimento micelial permitiu a distingdo
entre quatro grupos. Além disso, as analises patogénicas também apontaram a
presenca de quatro grupos de isolados. Contudo, morfologicamente n&o houve
diferenciacéo entre as espécies.

Porém a partir de caracterizagdo molecular foram identificadas trés espécies de
Botryosphaeriaceae pertencentes ao género Neofusicoccum e relacionadas a podridao
pos-colheita de abacate: Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum ribis e Neofusicoccum
umdonicola. Ressalta-se que esse foi o primeiro relato de Neofusicoccum umdonicola

relacionados a abacate no Brasil.
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