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Resumo Geral
SOARES, William Rosa de Oliveira. Diversidade de Isolados Brasileiros de Colletotrichum
em Psidium guajava e Outras Myrtaceae. 2017. 128p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) —

Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Este trabalho visou caracterizar a diversidade de tdxons do género Colletotrichum que estdo
associados as plantas de goiaba no Brasil, por meio de estudos moleculares, morfoldgicos,
culturais e de patogenicidade. S&o relatadas a prevaléncia de cada espécie de Colletotrichum e
sua respectiva distribuicdo geografica. Esses topicos ndo se encontram suficientemente
compreendidos, mas sdo de grande interesse para a industria da goiaba, pois a antracnose é
geralmente considerada um dos fatores limitantes da producdo de frutos de goiaba, causando
elevadas perdas de producdo. Apesar dos elevados danos econdmicos ligados ao patossistema
goiaba-antracnose, a etiologia da doenca ndo é bem conhecida, embora essa informacao seja
muito importante para a recomendacdo de medidas de manejo eficientes. Portanto, o objetivo
final é esclarecer a posicdo taxonémica dos isolados de Colletotrichum associados a antracnose
da goiaba no Brasil em todas as regides geograficas. O trabalho reuniu amostras de frutos
(principalmente), folhas e flores de goiaba, e algumas outras Myrtaceae, de 13 unidades
federativas do Brasil, cobrindo a maior parte do territério nacional. Cento e setenta e um
isolados (161 de goiaba) foram avaliados para patogenicidade e agressividade a frutos de duas
variedades de goiaba (Cortibel SLG e Cortibel RM). Os isolados foram também estudados in
vitro para caracteristicas culturais e morfoldgicas, em diferentes temperaturas. Principalmente,
toda colecéo foi submetida a um estudo molecular detalhado, usando sequéncias parciais das
regides genodmicas do rDNA-ITS, TUB2 e GAPDH. Os principais resultados estéo listados a
seguir: (a) Os isolados brasileiros de Colletotrichum em goiaba foram encontrados em quatro
complexos e uma espécie conhecida, a saber, complexo C. gloeosporioides, complexo C.

acutatum, complexo C. boninense, complexo C. gigasporum e na espécie C. cliviae; (b) O

vii



complexo mais prevalente na amostragem foi C. gloeosporioides (85,4%), seguido pelo
complexo C. acutatum (9,4%); (c) um total de 16 espécies de Colletotrichum foram encontradas
naturalmente associadas a antracnose da goiaba, uma das quais (dentro do complexo C.
acutatum), possivelmente nova para a ciéncia: C. nymphaeaeae, C. melonis, C. paranaense,
Colletotrichum sp., C. siamense, C. gloeosporioides, C. syzygiicola, C. asianum, C. fructicola,
C. tropicale, C. theobromicola, C. musae, C. aeschynomenes, C. cliviae, C. gigasporum e C.
karstii. Dessas, 12 espécies sao aqui registradas pela primeira vez em P. guajava; (d) as espécies
do complexo C. gloeosporioides incluiram as espécies mais agressivas a frutos de goiaba; (e)
C. siamense foi a espécie mais prevalente, em todas as regides geogréaficas, seguida por C.
fructicola; (f) dentre todas as espécies, C. siamense, C. fructicola, C. syzygiicola e C. tropicale
se destacaram como as mais agressivas, em ambas as variedades de goiaba; (g) frutos da
variedade Cortibel SLG foram consistentemente mais resistentes a antracnose que frutos da
variedade Cortibel RM. Adicionalmente, C. pseudoacutatum foi encontrada pela primeira vez
causando antracnose em jambo-amarelo, Syzygium jambos.

Palavras-chave: antracnose, agressividade do patégeno, diversidade, etiologia, goiaba,

resisténcia quantitativa.
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General Abstract
SOARES, William Rosa de Oliveira. Diversity of Brazilian isolates of Colletotrichum from

Psidium guajava and other Myrtaceae. 2017. 128p. Thesis (Doctorate in Plant Pathology) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

This work aims to characterize the diversity of taxa in the genus Colletotrichum that are
associated to the guava plant in Brazil, by molecular, morphological, cultural, and pathogenicity
studies. The prevalence of each Colletotrichum species and respective geographic distribution
are also described. These topics are yet poorly understood, and are of great interest to the
domestic guava production, since anthracnose is generally considered one of the main disease
limiting factors for guava production, causing important yield losses. In spite of the large
economic losses linked to the guava anthracnose pathosystem, disease aetiology is
insufficiently understood and this information is key to the recommendation of efficient
management practices. Thus, the fundamental aim is to clarify the taxonomic positioning of the
Colletotrichum isolates associated to guava anthracnose from all the Brazilian geographic
regions. The work assembled fruit (mainly), leaf, and flower samples of guava, and some other
Myrtaceae, from 13 states, covering most of the Brazilian territory. One hundred, seventy-one
isolates of such samples (161 from guava) were evaluated as to their pathogenicity and
aggressiveness to fruits of two guava varieties (Cortibel SLG and Cortibel RM). Isolates were
also characterized in vitro as for cultural and morphological traits and growth in different
temperatures. Especially, the collection was submitted to a detailed molecular study using
partial sequences of the rDNA-ITS, TUB2 and GAPDH genomic regions. The main results are
as follows: (a) Brazilian isolates of Colletotrichum were found to belong to four complexes and
one known species, complex C. gloeosporioides, complex C. acutatum, complex C. boninense,
complex C. gigasporum and the species C. cliviae; (b) Complex C. gloeosporioides was the
most prevalent (85.4%), followed by the C. acutatum complex (9.4%); (c) a total of sixteen
Colletotrichum species were found naturally associated to guava anthracnose, one of them
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possibly a new species in the complex C. acutatum: C. nymphaeaeae, C. melonis, C.
paranaense, Colletotrichum sp., C. siamense, C. gloeosporioides, C. syzygiicola, C. asianum,
C. fructicola, C. tropicale, C. theobromicola, C. musae, C. aeschynomenes, C. cliviae, C.
gigasporum, and C. karstii. Of these, 12 species are here reported to the first time in P. guajava;
(d) species of the complex C. gloeosporioides included the most aggressive species; (e) C.
siamense was found to be the most prevalent species in all Brazilian regions, followed by C.
fructicola; (f) among all species, C. siamense, C. fructicola, C. syzygiicola and C. tropicale
were the most aggressive to fruits of both guava varieties; (g) fruits of variety Cortibel SLG
were found to be more consistently more resistant to anthracnose than fruits of variety Cortibel
RM. Additionally, C. pseudoacutatum was found for the first time, causing anthracnose in
Syzygium jambos.

Keywords: anthracnose, pathogen aggressiveness, diversity, disease aetiology, guava, host

quantitative resistance.



1. Introducéao

Consoante ao Agrianual (2017) a producéo Brasileira de goiaba (Psidium guajava L.) no
ano de 2014 foi de 359.353 toneladas, distribuidas em todas as regides geograficas nacionais.
As principais regides produtoras de goiaba no Brasil sdo o Sudeste (47,42%), Nordeste
(42,77%), Sul (4,39%), Centro Oeste (3,95%) e Norte (1,47%) (Tabela 1). Os principais estados
produtores sdo: Sdo Paulo (133.622 ton), Pernambuco (96.890 ton), Bahia (19487 ton), Ceara
(18.936), Minas Gerais (14.946 ton) e Rio de Janeiro (14.179 ton). A area plantada no Brasil é
de 15.831 h4, sendo 7.604 ha na regido Nordeste, 6.214 ha no Sudeste, 1.017 ha no Sul e 498
ha no Centro Oeste.

Uma das mais importantes doencas bidticas desta cultura é a antracnose (Junqueira,
2001), a doenca de pds colheita mais importante, juntamente com a pinta preta causada por
Guignardia psidii (Fisher et al., 2011). Os sintomas, causados por espécies do género de fungos
Colletotrichum (Ascomicota) pode ocorrer nas folhas, flores e, principalmente nos frutos,
incluindo danos em po6s colheita. A doenca causa danos considerados entre medianos a severos,
sendo observada com maior incidéncia em pomares velhos, fechados e mal cuidados. Os
sintomas podem aparecer nas fases de florescimento, maturacdo e pds-colheita (Junqueira,
2000).

As espécies do género Colletotrichum Corda sdo consideradas um dos grupos patdgenos
de plantas de maior importancia econdmica. Essas espécies causam muitas perdas, sobretudo
nas regides tropical e subtropical embora existam algumas que afetam culturas de regides
temperadas (Cannon et al.,, 2012). De modo geral causam fitomoléstias em uma grande
variedade de espécies selvagens e cultivadas, tanto em espécies arbdreas quanto em plantas
herbaceas (Sutton, 1992). A antracnose tem como sintoma mais comum associado ao género,
lesGes necroéticas deprimidas onde uma massa de conidios alaranjada em matriz mucilaginosa

é produzida (Freeman et al., 1998).



Apesar de Colletotrichum ser um dos mais estudados e importantes géneros de
fitopatogenos (Dean et al., 2012), ainda hd muitos aspectos sobre a sua biologia e sistemética
que precisam ser melhores entendidos (Cannon et al., 2012). Isso € devido a um namero de
fatores, incluindo a amostragens incompletas, grande restricdo de dados de populagdes que
atacam as culturas e plantas ornamentais, e pouco conhecimento da patogenicidade de taxons
em nivel especifico ou infra-especifico (Cannon et al., 2012).

Desta forma, embora o agente causal da antracnose da goiabeira, no Brasil, venha sendo
referido, principalmente, como C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. e C. acutatum J.H.
Simmonds (Peres et al., 2002; Soares et al., 2008), o agente etioldgico ndo estd claramente
estabelecido em todas as regiGes produtoras. Por exemplo, recentemente Braganga (2013)
relatou pela primeira vez C. nymphaeae, C. fructicola e C. siamense associados a antracnose da
goiaba, baseado em amostra do estado de S&o Paulo. Entretanto, é possivel que outras espécies
possam também estar relacionadas com essa doenca, devido a baixa amostragem realizada
nesse trabalho, que se limitou a 10 isolados. A este respeito, o trabalho de Lima et al. (2013)
sobre a antracnose da mangueira (Mangifera indica), realizado na Universidade Federal Rural
de Pernambuco, pode representar um cenario equivalente ao que ocorre com a antracnose da
goiabeira. Os autores estudaram as espécies de Colletotrichum patogénicas a manga, mormente
em frutos. Embora tradicionalmente identificadas como pertencentes ao taxon C.
gloeosporioides (Santos Filho & Matos, 2003; Ribeiro, 2005; Lima et al., 2013), o trabalho
mostrou que no Brasil cinco espécies sdo responsaveis pela antracnose em mangueira, incluindo
o relato de uma espécie nova para a ciéncia (Lima et al., 2013).

Com relagdo as analises moleculares, a filogenia baseada no sequenciamento de genes
tem garantido sucesso na diferenciacdo de espécies dentro de Colletotrichum (Prihastuti et al.,
2009; Shivas & Tan, 2009; Lima et al., 2013). Nesses trabalhos os principais marcadores

moleculares utilizados foram o ITS, calmodulina, glutamina sintetase, gliceraldeido-3-fosfato



desidrogenase, actina, PB-tubulina, magnésio-superoxido desmutase e quitina sintetase
(Prihastuti et al., 2009; Weir et al., 2012, Lima et al., 2013, Vieira et al., 2014). Recentemente
trabalhos realizados pelo CBS-KNAW Fungal Biodiverity Centre corroboraram com avangos na
sistematica de Colletotrichum (Cannon et al. 2012; Dam et al., 2012; Weir et al., 2012). Um
levantamento sistematico e representativo das espécies associadas a P. guajava no Brasil,
esclarecendo e estabelecendo uma base solida de conhecimento acerca da diversidade de
Colletotrichum spp. e sua distribuicdo geografica ndo foi ainda realizado.

Diante do exposto, esse trabalho objetivou caracterizar a diversidade de tdxons dentro do
género Colletotrichum associados a antracnose da goiabeira e outras Myrtaceae, por meio de
estudos de patogenicidade, morfoldgicos e moleculares, bem como sua distribuicdo geogréfica

nas regides brasileiras.



2. Revisao de Literatura

A cultura da goiaba

A goiabeira (Psidium guajava Linnaeus, 1753), pertence a familia Myrtaceae.
Encontram-se nessa familia mais de 100 géneros e aproximadamente 3.000 espécies, dentre
elas o eucalipto (Eucalyptus sp.), 0 jambo amarelo (Syzygium jambos), jambo roxo (Syzygium
malaccense), a pitanga (Eugenia uniflora), a jabuticaba (Plinia cauliflora), o araca (Psidium
cattleianum), a cagaita (Eugenia dysentherica) e o jameldo (Syzygium cumini) (Medina et al.,
1978; Piccinin et al., 2005; Ferraz, 2010). A reproducdo da goiabeira nativa é via sementes,
principalmente. E uma planta que inicia sua producéo entre 10 a 12 meses apds o plantio,
atingindo o periodo de maxima eficiéncia reprodutiva a partir dos 3 ou 4 anos (Rovira, 1988)

No género Psidium estdo presentes mais de 150 espécies e a goiabeira é considerada a
espécie mais importante em termos econdmicos. E uma planta perene, semi arb6rea, com altura
variavel de 3 a 7 metros. Além disso, é uma arvore tortuosa, esgalhada, com casca lisa e delgada
que se desprende em laminas quando adulta. As flores sdo hermafroditas, solitarias ou em
cachos com duas ou trés flores, os estames sdo abundantes e longos com as pétalas (Manica et
al., 2001). O fruto da goiabeira é uma baga de formato variavel: arredondado, ovoide, de
ovalada-globosa a piriforme. O peso pode variar de 150 g a 340 g. A casca varia de lisa a rugosa
e tem coloracdo amarelada ao final do amadurecimento. A polpa tem coloracdo variavel,
podendo ser branca, vermelha, amarela ou rosa. O mesocarpo é carnoso, de textura firme com
4 a5 l6culos que abrigam as sementes. E desejavel que os frutos tenham poucas sementes com
80 % de aproveitamento da polpa (Medina et al., 1978; Lima et al., 2002).

A espécie P. guajava tem como centro de origem provavel a regido tropical da America,
abrangendo desde o sul do México até o sul do Brasil. Hoje, é encontrada de forma silvestre
ou cultivada. O seu cultivo se expandiu devido a grande aceitagdo para a industria de sucos,

doce, geleias, compotas e no mercado de frutas in natura (Junqueira et al., 2001). Os principais



produtores sio india, Brasil, México, Africa do Sul, Jamaica, Quénia, Republica Dominicana,
Porto Rico, Taiwan, Paquistdo, Estados Unidos, Austrélia, Filipinas, Venezuela, Cuba, Egito,
Tailandia, Indonésia e Colémbia.

A dispersdo da goiabeira nativa na natureza € principalmente por aves e mamiferos
(Cronk & Fuller, 1995). Mas, pode-se propaga-la, também, por via assexuada, através da
enxertia, borbulhia ou garfagem. Entretanto, para a formagdo dos pomares comerciais,
recomenda-se a utilizagdo de estaca herbacea, empregando-se cultivares melhoradas, altamente
produtivas, as quais, entretanto, sdo mais exigentes em termos nutricionais (Natale et al., 1996).
Esse procedimento é rotineiramente utilizado por viveiristas para a producdo de mudas de
goiabeira, em busca da desejada uniformidade genética para a formacgdo de pomares (Pereira &
Naghitigal, 1997).

Dentre as frutas tropicais Brasileiras, a goiaba ocupa lugar de destaque, ndo sé pelo seu
aroma e sabor, como também pelo seu valor nutricional e elevado teor de vitamina C, além de
fornecer carboidratos, proteinas, fibras e vitaminas (Manica et al., 2000). Seus frutos sdo
empregados ndo somente na inddstria, sob maltiplas formas (puré, polpa, néctar, suco, compota,
sorvete, entre outros), como também sdo amplamente consumidos in natura (Gonzaga Neto,
2001).

O Brasil é o maior produtor mundial de goiabas vermelhas (IEA, 2012). No mercado
nacional, a goiabeira ocupa lugar de destaque na fruticultura pela sua importancia econdmica,
social e alimentar (Piedade Neto et al., 2003). Segundo Reetz et al. (2007), essa fruta esta entre
0s 19 frutos mais produzidos, no Brasil, com uma producgéo total de 359.350 toneladas,
distribuidas em todas as regifes geograficas (Agrianual, 2017). As principais regides produtoras
de goiaba no Brasil sdo o Sudeste (47,42%) e o Nordeste (42,77) (Tabela 1). Os principais
estados produtores sdo: S&o Paulo (133.622 ton), Pernambuco (96.890 ton), Bahia (19487 ton),

Ceara (18.936), Minas Gerais (14.946 ton) e Rio de Janeiro (14.179 ton) (Tabela 1) (Agrianual,



2017). A é&rea plantada no Brasil é de 15.831 h4, sendo 7.604 ha na regido Nordeste, 6.214 ha

no Sudeste, 1.017 ha no Sul e 498 ha no Centro Oeste.

Tabela 1. Producéo Brasileira de Goiaba (toneladas).

Regides 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Norte 19462 14492 20692 6163 7128 4065 5254
RO 529 514 350 504 314 336 397
AM 116 134 160 107 352 702 1912
RR 0 0 0 0 0 83 83

PA 18.672 13.844 20.182 5.552 6.462 2.944 2.862
AP 145 0 0 0 0 0 0
Nordeste 135.016 137.841 130.474 151.903 145.745 144711 153.710
MA 111 29 0 0 0 0 0

Pl 2.168 2.425 4.045 3.251 4.368 3.466 3.286
CE 7.441 8.698 9.031 11.264 1.257 13.984  18.936
RN 3.370 3.269 3.140 3.059 3.023 3.084 4.083
PB 4.708 4.552 41.960 4.475 2.866 2.426 2.444
PE 96.733 98.955 90.496 107.755 107.196  103.697 96.890
AL 267 777 903 884 270 386 638

SE 4.461 4.461 4.446 6.036 7.176 7.991 7.946
BA 15.757 14.675 14.217 15.179 8.277 9.677 19.487
Sudeste 125.201 113.390 141.125 149.169 161.116 174.582 170.403
MG 13.519 10.629 12.574 15.249 15.854 17.668  14.946
ES 9.964 10.063 9.711 8.450 8.069 7.892 7.656
RJ 11.946 12,993 13.059 12.691 11.731 10.964  14.179
SP 89.772 79.705 105.781 112.779 125.462 138.058 133.622
SUL 12.001 11.226 12.192 12.227 12.293 11.420 15.783
PR 5.238 4.522 5.514 5.903 6.291 5.380 10.370
SC 18 18 12 20 8 18 18

RS 6.745 6.686 6.666 6.304 5.994 6.022 5.395
Centro Oeste 20.668 20.428 19.389 23.066 19.050 14.837  14.199
MS 243 124 745 942 996 408 729

MT 58 58 155 213 213 143 203

GO 10.478 10.277 10.277 13.720 10.715 7.215 6.307
DF 9.889 9.969 8.191 8.191 7.126 7.071 6.960
Brasil 29.880 297.377 323.872 342528 345332 349.615 359.349

Fonte: Agrianual (2017)



Tabela 2. Area Colhida de Goiabeiras (ha).

Regides 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Norte 1.390 1.069 1.470 590 460 325 498
RO 69 73 48 70 46 50 60
AM 48 52 41 2 49 87 246
RR 0 0 0 0 0 15 15
PA 1.263 944 1.381 499 365 173 177
AP 10 0 0 0 0 0 0
Nordeste 6.903 6.951 6.760 7.431 7.073 6.705 7.604
MA 14 6 0 0 0 0 0

Pl 159 189 273 216 219 168 157
CE 702 766 800 979 1.079 1.197 1.515
RN 483 469 466 454 497 438 554
PB 598 597 585 605 526 451 407
PE 3.728 3.675 3.388 3.920 3.703 3.261 3.414
AL 40 68 76 75 38 44 76
SE 347 347 344 364 404 447 434
BA 832 834 828 818 607 699 1.047
Sudeste 5.683 5.447 5.897 6.268 6.040 6.312 6.214
MG 901 847 913 1.083 1.022 950 913
ES 424 431 414 354 337 321 306
RJ 598 660 662 662 599 569 560
SP 3.760 3509 3.908 4.169 4.082 4.472 4.435
Sul 1.054 959 1.006 974 954 1.112 1.017
PR 351 263 313 324 332 508 506
SC 3 3 2 3 1 3 3
RS 700 693 691 647 621 601 508
Centro Oeste 611 561 560 654 644 528 498
MS 37 33 59 64 54 51 47
MT 11 11 35 48 48 30 35
GO 249 242 242 322 308 208 184
DF 314 275 224 220 234 239 232
Brasil 15.641 14.987 15.693 15.917 15.171 14.982 15.831

Fonte: Agrianual (2017).



Cultivar Cortibel

Goiabeiras da cv. Cortibel, provavelmente de origem australiana, foram cultivadas
comercialmente no Brasil em 1990 no municipio de Santa Tereza, estado do Espirito Santo,
através de propagacdo seminal. Atualmente, essa cultivar é propagada por estacas semi-
herbaceas oriundas de matrizes de elevada produtividade, o que tem reduzido fortemente a
variabilidade genética nos pomares (Costa & Pacova, 2003).

A cv. Cortibel tem como caracteristicas a producéo de frutos graidos, com bastante polpa,
sabor muito agradavel e excelente vida de prateleira. A variedade Cortibel 'SLG' tem na sua
producéo inicial um formato oblongo e, com o passar dos anos, tende a ficar mais arredondado
e de casca lisa. A variedade Cortibel 'RG' tem o formato arredondado e casca rugosa (Flori,

2016).

Doencas da goiabeira

Ha& varios agentes patogénicos a goiabeira, principalmente fungos, além de nematoides,
bactérias, virus, algas e alguns distarbios ou deficiéncias fisiologicas. Cerca de 177 patdgenos
sdo relatados em vaérias partes da planta de goiaba, sendo que 167 sdo causados por fungos, 3
por bactérians, 3 por algas, 3 por nematoides e uma epifita. Cerca de 91 patdgenos sao relatados
nos frutos, 42 em folhagem, 18 em galhos, 18 em raiz e 17 fungos séo isolados com lavagem
superficial de frutas. Varios desses organismos podem causar doencas, em pré e pos-colheita
(Misra & Prakash, 1990).

No Brasil, as principais doengas da goiabeira sdo a Bacteriose (Erwinia psidii), Ferrugem
(Puccinia psidii), Antracnose (Colletotrichum spp.), Antracnose Maculada (Sphaceloma
psidii), Tombamento ou Damping-off (Rhizoctonia solani), Podriddo das Raizes
(Phytophthora sp.), Podriddao Parda ou Estilar (Dothiorella dominicana sp.), Podriddo de
Lasiodiplodia (Lasiodiplodia theobromae), Podridao dos Frutos (Guignardia psidii), Podriddo

de Fosicoccum (Fusicoccum sp.) e Nematoides (Meloidogyne enterolobi, Meloidogyne



incognita Racga 2, Basiria sp., Dolichodorus sp., Helicotilenchus dybistera, Macrophostonia
onoensis, Peltamigratus sp. Rotylenchus reniformis, Xiphinema sp.). Outras doengas
secundérias também podem ocorrer, como: Mosaico Amarelo, provavelmente causado por um
caulimovirus, Mancha Bacteriana (Pseudomonas sp.), Cancro (Botryosphaeria dothidea),
Mancha Foliar (Phyllosticta guajavae), Podriddo de Curvularia (Curvularia tuberculata),
Podridao de Cylindrocladium (Cylindrocladium scoparium), Podriddo de Fusarium (Fusarium
solani), Podriddo de Macrophoma (Macrophoma allahabadensis) e Podriddao de Pestalotia
(Pestalotia sp.), e outras podridfes em pos colheita (fungos como Mucor, Phoma, Phomopsis,
Rizopus, Sclerotium roolfsii, Thielaviopsis paradoxa, Pestalotiopsis psidii, Choanephora
cucurbitarum e Penicillium sp. (Junqueira et al., 2001)

No Brasil, o declinio da goiabeira associado a Meloidogyne enterolobii (sin. Meloidogyne
mayaguensis) tornou-se o principal problema dessa cultura (Gomes, 2011). Também se
destacam as doencas de pds-colheita, que podem ser divididas em duas categorias: (i) as tipicas,
ocasionadas por patdgenos que infectam os frutos ap6s a colheita, frequentemente através de
ferimentos; (ii) as quiescentes, ocasionadas por patdgenos que infectam a fruta antes da
colheita, mesmo na auséncia de ferimentos, permanecendo latentes até a maturagdo (Barkai-
Golan, 2001). Os principais patdgenos que causam podriddes pos-colheita em goiaba, como
Colletotrichum spp., Guignardia psidii e Fusicoccum sp., pertencem a categoria de doencas
quiescentes, embora patdgenos pos-colheita “tipicos”, como os dos géneros Rhizopus e
Pestalotia (Barkai-Golan, 2001; Amaral et al., 2006; Martins et al., 2007).

Martins et al. (2007) realizaram um levantamento da ocorréncia de doencas de pos
colheita. Foram feitas 13 amostragens com média de 391 frutos por amostragem. A incidéncia
de doencas quiescentes, ou seja, pinta-preta (Guignardia psidii), antracnose (Colletotrichum spp.)
e podridao de Fusicoccum (Fusicoccum sp.) foi significativamente (p<0,05) maior nos frutos

ensacados (7,7 % dos frutos). A doenga de maior incidéncia foi pinta-preta (Guignardia



psidii), observada em 3,5 % dos frutos. Sintomas de antracnose foram observados em 1,1 %
dos frutos. Menos de 1 % dos frutos apresentaram podriddes de Fusicoccum, Pestalotia,
Rhizopus e Cladosporium. Fisher et al. (2011) observaram que antracnose teve a maior
incidéncia dentre as podriddes detectadas nos frutos, diferindo significativamente das demais
doencas a partir do terceiro dia pds-colheita. A pinta preta atingiu a segunda maior incidéncia,
sendo estatisticamente semelhante as podriddes de Fusicoccum sp., Phoma psidii, Mucor
hiemalis e Aspergillus niger durante o armazenamento.

Estimativas de danos (reducdo na qualidade ou quantidade de um produto) p6s-colheita
em frutiferas variam de 10% a 50% (Benato et al., 2001; Amorim et al., 2008; Fischer et al.,
2008), em fungéo do produto, da regido produtora e da tecnologia empregada na producdo. No
Entreposto Terminal de S&o Paulo (ETSP) da CEAGESP, em 63% das goiabas comercializadas
nas safras de 2005 e 2006 houve incidéncia de injdrias mecénicas e em 5,5% dos frutos

ocorreram sintomas de doencas pés-colheita (Martins et al., 2007; Fisher et al., 2011).

Antracnose da goiabeira

A antracnose ou mancha chocolate da goiabeira, é causada, no Brasil, por Colletotrichum
acutatum, C. gloeosporioides, C. siamense, C. nymphaeae e C. simmondsii (Soares et al., 2008;
Cruzetal., 2015; Braganca et al., 2016). Sintomas mais severos sao principalmente observados
em frutos maduros ou em amadurecimento. Mas, os fungos também podem infectar flores e
frutos recém-formados conduzindo a queda prematura em qualquer fase do desenvolvimento
(Ferrari et al., 2011). Adicionalmente, pode ser observada em folhas, peciolos e ramos sem
causar graves danos a planta, mas agindo como fonte de in6culo entre as estagdes de frutificacdo
(Pereira & Martinez Jr., 1986; Bailey & Jeger, 1992; Piccinin et al., 2005). Esse complexo
fangico € um grande desafio para producdo de goiaba em todo o mundo (Lim & Manicom,

2003).
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Quanto aos sintomas, observa-se o surgimento de pequenas manchas circulares de
coloragdo marrom, que aumentam de tamanho e se tornam deprimidas. As lesdes podem
coalescer formando uma grande mancha de formato irregular. Os frutos também podem
apresentar sintomas de podridao, ocorrendo um escurecimento a partir do peddnculo, que pode
atingir o fruto por completo, em decorréncia da penetracdo do patégeno (Kimati et al., 2005).
Essa fitomoléstia ocorre com maior incidéncia em pomares velhos, fechados e mal cuidados, e
os sintomas podem aparecer nas fases de florescimento, maturacdo e pés-colheita (Junqueira,
2000). A antracnose esta presente em todas as regides produtoras de goiaba do pais, bem como
nos demais paises onde se cultiva esta fruteira (Far & Rossman, 2017)

No Distrito Federal, a antracnose causa perdas expressivas, mesmo em pomares bem
cuidados, durante o periodo de janeiro a marco, época em que a temperatura noturna estd amena
(18 °C a 22 °C) e a umidade relativa é elevada, especialmente no periodo noturno, e ha
abundante precipitacdo pluviométrica (Junqueira et al., 2001). Apesar disso, tanto na literatura
Brasileira quanto na internacional, sdo poucos o0s estudos sobre a antracnose da goiabeira, e
uma caracterizacao morfoldgica e molecular do agente causal, assim como uma descri¢do de

sua variabilidade genética sdo quase desconhecidas.

Manejo de Colletotrichum

Os ferimentos sdo fundamentais para a infeccao de patdgenos que causam doengcas tipicas
em pos colheita, assim como favorecem a penetracdo dos patdgenos quiescentes que possuem
a capacidade de penetrar nos frutos de forma direta (Piccinin et al., 2005; Fisher et al., 2011).
Dessa forma, qualquer medida que reduza a incidéncia de ferimentos deve ter impacto na
incidéncia das doengas pos-colheita. Os ferimentos podem ser ocasionados no momento da
colheita, decorrentes do manuseio inapropriado do fruto pelo colhedor e uso de materiais de
colheita inadequados, ou apds a colheita, durante o transporte e manipulacdo em

“packinghouses” e mercados consumidores. A caracterizagdo de injurias mecanicas e de suas
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causas pode ser, portanto, fundamental para que o manejo das doencas de pds-colheita seja
otimizado (Fisher et al., 2011).

O principal método de controle de antracnose ¢ a erradicacdo de frutos contaminados, e
embebendo-os em fungicidas e compostos que atrasam a sintese de etileno apos a colheita
(Agrolink, 2010; Cruz et al., 2015), também pode ser usado tratamento térmico dos frutos para

diminuir a incidéncia dessa doenca (Ferraz et al., 2013).

O género Colletotrichum

Na primeira monografia sobre Colletotrichum havia 750 nomes existentes que foram
reduzidos para 11 taxons baseado nos caracteres morfoldgicos (von Arx, 1957; Cannon et al.,
2012). Sutton (1980) aceitou 22 espécies como validas, enquanto Sutton (1992) aceitou 39
espécies baseado nas caracteristicas morfologicas e culturais. Hyde et al. (2009b) forneceram
a primeira visdo geral abrangente desse género com 66 nomes especificos em uso comum e 19
nomes duvidosos e também destacaram a necessidade de revisar este género usando métodos
moleculares (Hyde et al., 2009a). Este foi o inicio da revisdo ainda em curso do género com
base em dados de sequéncia multi-locus em que Vvarias espécies foram revisadas, tipificadas ou
recentemente descritas e varios complexos de espécies foram detectados (Cannon et al., 2012,
Damm et al., 2009, 2012a,b, 2013, 2014; Weir et al., 2012; Crouch et al., 2009a, 2014; Hyde
et al., 2014; Liu et al., 2015; Jayawardena et al., 2016). Farr & Rossman ((2017) listam 846
epitetos de Colletotrichum, mas apenas menos de 200 nomes sdo atualmente aceitos (Hyde et
al., 2014; Jayawardena et al., 2016)

A identificacdo erronea das espécies de Colletotrichum ocorre frequentemente devido
aos poucos caracteres morfologicos diferenciadores disponiveis para identificacdo. A falta de
entendimento da sua especificidade de hospedeira também levou a uma mé aplicacdo e
identificacdo equivocada de espécies (Cannon et al., 2012). Em muitos nomes mais antigos de

Colletotrichum faltam espécimes tipo e culturas vivas auténticas para analises moleculares. 1sso
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tende a dificultar a reconstrucdo de um sistema de classificagdo natural para Colletotrichum
(Cai et al., 2009; Hyde et al., 2009a, b; Cannon et al., 2012). Os epitipos ou neotipos das
espécies Colletotrichum estdo sendo designados para preservar a atual aplicacdo de nomes de
acordo com o Cddigo Internacional de Nomenclatura de Algas, Fungos e Plantas (Hawksworth,
2011). Antes de atribuir um epiteto para uma espécie, o isolado precisa ser cuidadosamente
comparado ao material do tipo, se preservado. Um epitopo deve ter caracteristicas morfoldgicas
semelhantes ao hol6tipo ou a descricdo original e ser originario da mesma regido geogréfica e
hospedeira (Ariyawansa et al., 2014). Uma vez que um epitipo é designado, as questdes da
diversidade de espécies deste género podem ser abordadas com base nos dados da sequéncia de
DNA do isolado ex-epitipo. Atualmente, os pesquisadores recomendam fortemente a aplicacéo
de uma abordagem polifésica, incluindo a analise de dados geograficos, ecoldgicos,
morfolégicos e genéticos, a fim de estabelecer um sistema de classificagdo natural para o género
Colletotrichum (Cai et al., 2009; Jayawardena et al., 2016 ).

O género Colletotrichum engloba espécies de habitos endofiticos, epifitas, saprofiticos e
com diferentes estilos de vida fitopatogénicos (Photita et al., 2001, 2003, 2004; Liu et al., 2007;
Prihastuti et al., 2009). Por exemplo, C. fructicola, C. siamense e C. asianum, sdo patdgenos
de vérias hospedeiras, sendo encontrados como endofiticos, epifiticos ou patdgenos em café
(Coffea arabica) na Tailandia (Prihastuti et al., 2009). Sabe-se que essas espécies podem
sobreviver em diferentes nichos ecoldgicos, e esse mecanismo de sobrevivéncia alternando de
patogénico para ndo-patogénico precisa ser melhor estudado (Hyde et al., 2009).

As espécies de Colletotrichum apresentam colonias de coloragdo variada em meio de
cultura, com tonalidades que vao de branco-gelo ao cinza-escuro, com quantidade variavel de
micelio aéreo. Além disso, a presenca de esclerodios e/ou microesclerdcios ocorre em algumas

espécies do género (Sutton, 1992).
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O género Colletotrichum inclui um elevado nimero de patégenos de plantas de grande
importancia, causando doencas de uma ampla variedade de plantas lenhosas e herbaceas. Sua
distribuicdo e, principalmente, tropical e subtropical, embora existam algumas espécies
importantes que afetam culturas de clima temperado. A producdo de frutos é especialmente
afetada em culturas de alto valor nos mercados de clima temperado, como mac¢éd (Malus
domestica), morango (Fragaria x ananassa), ou tropical, como manga (Mangifera indica),
citros (Citrus spp.) e abacate (Persea americana), além de alimentos basicos como banana
(Musa spp.). O género foi recentemente eleito o oitavo mais importante grupo de fungos
fitopatogénicos do mundo, com base na percebida importancia cientifica e econémica (Dean et
al., 2012).

Em goiaba, a infeccdo ocorre proxima a maturacédo (85 dias a contar da queda das pétalas),
quando o “peg” de penetracdo se forma e uma vesicula invagina nas células superficiais da
epiderme do fruto (Moraes et al., 2008). Guidarelli et al. (2011) demonstraram que as lesdes
tipicas de antracnose se desenvolvem trés dias apés a infeccdo em frutos maduros de morango
com inoculacéo artificial de C. acutatum e em frutos imaturos esse periodo pode chegar a sete
dias. Em fruto imaturo, o fungo entra numa fase biotréfica e se torna inativo (assintomatico),
podendo permanecer quiescente até o inicio da maturacdo quando comecam a aparecer 0S
primeiros sintomas. A diferenca de suscetibilidade dos frutos deve-se a diferenca de
susceptibilidade nos diferentes estagios de desenvolvimento e as mudancgas nos mecanismos de
defesa pré-formados durante a maturacdo do fruto. Nos frutos maduros de goiaba ocorrem
mudancas morfoldgica, bioquimicas e fisioldgicas e infecgGes quiescentes sdo ativadas,
promovendo o desenvolvimento da doenga (Prusky & Lichter, 2007; Moraes et al., 2014). No
entanto, a ativacdo de infeccdo quiescente ainda depende de condi¢Bes ambientais favoraveis,
tais como a temperatura, que podem favorecer ou retardar a senescéncia do fruto, bem como o

desenvolvimento do fitopatdgeno (Pandey et al., 1997; Moraes et al., 2014). Assim, 0
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estabelecimento da relacdo parasitaria depende do equilibrio dindmico entre o patégeno, o

hospedeiro e ambiente (Jarvis, 1994; Moraes et al., 2014).

Sistematica de Colletotrichum

Apesar de Colletotrichum ser um dos mais estudados e importantes géneros de
fitopatdgenos (Dean et al., 2012), ainda had muitos aspectos sobre a sua biologia e sistematica
que precisam ser melhores entendidos (Cannon et al., 2012). Isso é devido a um nimero de
fatores, incluindo a incompletude das amostragens, grande restricdo de dados de populacdes
gue atacam as culturas, plantas nativas e ornamentais, e pouco conhecimento da patogenicidade
de taxons em nivel especifico ou infra-especifico (Cannon et al., 2012). Desta forma, embora o
agente causal da antracnose da goiabeira, no Brasil, venha sendo referido, principalmente como
C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sac e C. acutatum J.H. Simmonds (Peres et al., 2002;
Soares et al., 2008), recentemente foi relatado pela primeira vez C. nymphaeae, C. fructicola,
e C. siamense. Braganca (2013), além de C. simmondsii (Cruz et al., 2015) e é possivel que
outras espécies de Colletotrichum possam também estar relacionadas com essa doenga. A esse
respeito, o trabalho de Lima et al. (2013) sobre a antracnose da mangueira, conduzido na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, pode representar um cenario equivalente ao que
ocorre com a antracnose da goiabeira. Neste trabalho, os autores estudaram as espécies de
Colletotrichum patogénicas a manga, mormente em frutos. Embora tradicionalmente
identificadas como pertencentes ao taxon C. gloeosporioides (Santos Filho & Matos, 2003;
Ribeiro, 2005; Lima et al., 2013), o trabalho mostrou que no Brasil cinco espécies sdo
responsaveis pela antracnose em mangueira, incluindo o relato de uma espécie nova para a
ciéncia (Lima et al., 2013).

Antes da era molecular, as caracteristicas morfologicas e culturais, bem como tamanho e
forma dos conidios e apressorios, presenga e auséncia de setas, cor da colbnia e taxa de

crescimento formavam a base para estudos taxondmicos para diferenciacdo de espécies de
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Colletotrichum (Sutton, 1992; Thaung, 2008; Hyde et al., 2009; Braganca, 2013). Entretanto,
essas caracteristicas ndo sdo sempre confidveis para diferenciacdo entre espécies devido a
variacdo do fenotipo sob influéncia do ambiente (Hyde et al., 2009). Outro aspecto que tornou
a identificacdo de espécies de Colletotrichum dificil é sua gama de hospedeiras. Varios estudos
tém demonstrado a habilidade de infeccdo cruzada de espécies de Colletotrichum (Peres et al.,
2002; Lakshmi et al., 2011; Peng et al., 2013; Braganca, 2013). Essas espécies, em muitos
casos, infectam diferentes hospedeiras; ademais, diferentes espécies podem ser associadas a
uma mesma espécie de planta hospedeira (Freeman et al., 1998). Varios estudos fisiologicos,
patogénicos e moleculares tém sido usados para compreender melhor os grupos especificos de
Colletotrichum (Cai et al., 2009; Hyde et al., 2009; Shivas & Tan, 2009).

A filogenia baseada no sequenciamento de genes tem garantido, de certa forma, sucesso
na diferenciacdo de espécies dentro do género, como mostram Vvarios estudos de impacto,
recentemente publicados (Cannon et al., 2008; Cai et al., 2009; Prihastuti et al., 2009; Shivas
& Tan, 2009; Lima et al., 2013; Damm et al., 2009, 20123, b, 2013, 2014; Weir et al., 2012;
Liu et al., 2014, 2015, 2016). Os trabalhos com marcadores moleculares para tentar esclarecer
esse confuso grupo de espécies, iniciaram-se ha cerca de 25 anos, com Mills et al. (1992) e
posteriormente com Sreenivasaprasad et al. (2002), usando a regido ITS. Ambos 0s grupos
identificaram variacdo nas sequéncias da regido ITS1 de rDNAmM entre seis espécies de
Colletotrichum, bem como a detec¢do de polimorfismo na mesma regido entre as linhagens de
C. gloeosporioides de diferentes hospedeiros. As primeiras andlises filogenéticas multilocus
desse género foram publicadas por Talhinhas et al. (2002), estudando o complexo C. acutatum,
e usando regides ITS (Espacador interno transcrito do DNA ribossomal), TUB2 (B-tubulina),
HIS4 (Histona), no qual encontraram niveis semelhantes de resolucéo filogenética. Nos anos
seguintes, um grande namero de trabalhos (Crouch et al., 2006; Marcelino et al., 2008; Crouch

et al., 2009; Damm et al., 2009; MacKenzie et al., 2009; Moriwaki & Tsukiboshi, 2009;
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Prihastuti et al., 2009; Yang et al., 2009; Phoulivong et al., 2010a; Rojas et al., 2010; Weir &
Johnston, 2010; Wikee et al., 2010; Liu et al., 2011; Yang et al., 2011; Crouch & Tomaso-
Peterson, 2012), na tentativa de estabelecer uma metodologia especifica, aumentaram o numero
de regibes génicas a serem estudadas, chegando a seis no trabalho de Yang et al. (2011).
Estudos modernos, principalmente os trabalhos realizados pelo CBS-KNAW Fungal Biodiverity
Centre, estabeleceram o uso de até oito regides génicas sendo elas: Espacador interno transcrito
do DNA ribossomal (ITS), calmodulina (CAL), glutamina sintetase (GS), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), actina (ACT), B-tubulina (TUB2), magnésio-superdxido
desmutase (SOD) e quitina sintetase (CHS-1), para se diferenciar espécies desse género,
separando-as em 11 complexos (ou clados) de espécies: acutatum, graminicola, gigasporum,
spaethianum, destructivum, dematium, gloeosporioides, boninense, gigasporum, truncatum e
orbiculare (Damm et al., 2012a,b; Weir et al., 2012; Cannon et al., 2012; Rakotoniriana et al.,
2013).

Portanto, um estudo mais amplo com isolados de Colletotrichum de Psidium guajava é
necessario para que se conheca a sua diversidade nessa hospedeira. Nesse momento, o uso de
ferramentas moleculares corroboram para que se possa ter uma maior precisdo na caracterizagdo
de espécies. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar a diversidade de tdxons dentro
do género Colletotrichum associados a antracnose da goiabeira, por meio de estudos de
patogenicidade, morfoldgicos e moleculares, bem como sua distribuicdo geografica nas regides

brasileiras.
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First Worldwide Report of Colletotrichum pseudoacutatum causing Anthracnose on
Syzygium jambos

W. R. O. Soares, A. C. R. Quitania, R. N. G. Miller, A. C. Café-Filho, Departamento
de Fitopatologia, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brazil, 70910-900, A. Reis,
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, Centro Nacional de Pesquisa de

Hortaligas, Brasilia, DF, Brazil, 70351-970; and D. B. Pinho, Departamento de
Fitopatologia, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brazil 70910-900.

Colletotrichum species are usually well characterized on commercial fruit, but
understudied on exotic fruits. Syzygium jambos (Myrtaceae) is an ornamental and fruit
tree from Southeast Asia that is now widespread in Brazil (Lorenzi et al. 2006). In 2016,
S. jambos fruits with anthracnose symptoms were observed distributed randomly on
several individual trees on the campus of the Universidade de Brasilia, in Brasilia,
Central Brazil. Initial symptoms appeared as circular, light brown lesions that later
became dark brown and sunken with orange spore masses. A fungus was isolated from
symptomatic fruits and single-spore cultures were obtained following plating on potato
dextrose agar (PDA). Conidia were hyaline, aseptate, straight, cylindrical to fusiform
with both ends acute, and 11 to 18.5 um long and 3.5 to 5 pm wide. Conidia with acute
ends are typical of the Colletotrichum acutatum complex (Damm et al. 2012). The
monosporic culture was deposited at the Colegéo de Culturas Fungicas da Universidade
de Brasilia (code CCUB 272) and used for molecular characterization. Partial sequences
of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH), B-tubulin 2 gene
(TUB2), and ribosomal DNA internal transcribed spacer region (ITS) (accession nos.
KY344753 to KY344755) were employed in a search against the Q-bank fungal
database, with Colletotrichum pseudoacutatum isolate CBS 436.77 retrieved with 100%

identities. In order to confirm the pathogenicity of this fungus, 5 mm mycelial disks or
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conidial suspensions (10° conidia/mL) obtained from a 7-day-old culture (grown at
25°C) were deposited directly either onto intact S. jambos fruit surfaces or surfaces
superficially wounded using a sterilized needle. PDA discs or sterilized distilled water
were used on control fruits and treatments were repeated five times. After inoculation,
fruits were placed in a tray, covered with transparent plastic film, and incubated at 25
°C. Symptoms were observed on all fruits three days after inoculation with fungal
material, whilst mock-inoculated control fruits remained healthy. Fungal cultures
reisolated from lesions exhibited morphological characteristics identical the isolate
originally inoculated and to Colletotrichum pseudoacutatum Damm, P.F. Cannon &
Crous. C. pseudoacutatum is a species with acute-ended conidia that is phylogenetically
distinct from the C. acutatum complex. To date, only one isolate of this species has
been reported, on seedlings of Pinus radiate in Chile (Damm et al. 2012). Only two
Colletotrichum records have been previously observed on S. jambos, in disease indexes,
with C. gloeosporioides reported in the United States of America (Alfieri et al. 1984)
and Glomerella cingulata in Hong Kong (Lu et al. 2000). Without ruling out the
possibility that there are more Colletotrichum species associated to jambo anthracnose,
this is the first unequivocal identification of C. pseudoacutatum causing anthracnose on

S. jambos fruits in Brazil or worldwide.
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37 Colletotrichum pseudoacutatum on Syzyzium jambos. Fruits inoculated with conidial suspension (A) or
38 mycelial disc (B). Orange spore mass on fruit (C). Conidia (D). Bar = 20 pm
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