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RESUMO

Feijoa ou goiabeira-serrana (Acca sellowiana O. Berg) ¢ uma Myrtaceae que ocorre
naturalmente no sul do Brasil e Uruguai. Esta espécie estd passando pelo processo de
domesticacdo em seu centro de origem e embora ndo seja amplamente conhecida, apresenta
grande potencial economico. O fungo fitopatogénico pertencente ao género Colletotrichum € o
agente causal da antracnose, principal doenga encontrada nos pomares dessa frutifera. Esse
fungo pertence a classe dos Coelomycetes e, segundo relatos, pode causar até¢ 100% de perda
em pomares. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar, morfoldgico e
geneticamente, o agente causal da antracnose em frutos de feijoa. A pesquisa visa, também,
verificar a amplitude da sua gama de hospedeiros através da realizagao de inoculagdes cruzadas
entre isolados e frutos de feijoa (Acca sellowiana), goiabeira comum (Psidium guajava),
macieira (Malus domestica) das variedades Fuji e Gala e morangueiro (Fragaria ananassa). Os
isolados de Colletotrichum foram coletados em 17 diferentes locais, nos estados de Santa
Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS), formando um conjunto de 40 colonias monospdricas.
Para verificar os padrdes morfoldgicos, dos isolados, foram analisadas caracteristicas como:
Indice de crescimento micelial (ICM), comprimento (C), largura (L), relagio C/L e formato de
conidios e apressorios. A analise filogenética multigénica foi baseada no sequenciamento de
DNA de seis locos: espagador interno transcrito (ITS) e genes Glyceraldehyde-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH), calmodulina (CAL), actina sintase (ACT), quitina sintetase (CHS) e
B-tubulina 2 (TUB). Dados morfoldgicos mostraram que a taxa de crescimento micelial (mm /
dia) das 40 coldnias, variou de 7,5 mm / dia a 10,2 mm / dia; o comprimento dos conidios (C)
variou de 13,8 um a 19,4 um; a largura (L) variou de 4,0 pm a 5,6 um; e a relagdo C / L variou
de 2,5 um a 4,2 um. O tamanho dos apressorios variou de 7,2 um a 10,8 um de comprimento;
de 5,4 um a 8,0 um, para largura, e de 1,1 pm para 1,5 pm, para C/ L. Os isolados produziram
conidios cilindricos ou fusiformes, e apressorios globulares, ovalados e irregulares. As analises
filogenéticas multi-gene revelaram que os sintomas de antracnose observados, nos pomares e
populacdes naturais de feijoa, sdo causados pelo fungo fitopatogénico da espécie
Colletotrichum theobromicola. Os resultados morfoldgicos se alinharam a espécie descrita
pelos dados moleculares. As inoculagdes cruzadas, visando conhecer a gama de hospedeiros da
espécie C. theobromicola, obtiveram maior sucesso na infec¢ao de frutos perfurados do que em
frutos ndo perfurados, de todas as espécies frutiferas testadas. Adicionalmente, isolados destas
trés espécies, inoculados em frutos de feijoa também conseguiram causar infecgao,
independentemente do método de inoculagdo. Estas conclusdes, juntamente com dados sobre o
estilo de vida dos isolados, permitirdo maiores € melhores inferéncias sobre o estabelecimento
e manejo de pomares comerciais. Resultados como os obtidos nessa pesquisa, também se
mostram importante do que diz respeito ao estabelecimento de programas de melhoramento
genético, controle de doencas e atividades de biovigilancia.

Palavras-chave: Goiabeira-serrana. Colletotrichum treobromicola. Formae specialis. Analise

multigénica.



ABSTRACT

The feijoa or pineapple-guava (Acca sellowiana Berg), goiabeira-serrana in
portuguese, is a fruit belonging to the Myrtaceae family, with natural occurrence in south of
Brazil and Uruguay. This specie is in domestication process in its origin and diversity center.
Anthracnose is the biggest feijoa disease in southern Brazil and is caused by the genus fungus
Colletotrichum. This fungus belongs to the Coelomycetes class and it is one of the main factors
that limit the commercial exploitation of feijoa fruit, causing in many cases, loss of 100 % in
orchards. Thus, the present work intend to characterize, morphologically and genetically, the
anthracnose causal agente in feijoa fruit. The research also wants to verify the amplitude of its
host range by performing cross-inoculations between isolates and fruits of feijoa (Acca
sellowiana), common guava (Psidium guajava), apple (Malus domestica) of Fuji and Gala
varieties and strawberry (Fragaria ananassa). Colletotrichum isolates were collected from 17
different sites in the Santa Catarina state (SC) and Rio Grande do Sul state (RS), forming a set
of 40 monosporic colonies. To verify the isolates morphological patterns, characteristics were
analyzed as: mycelial growth index (ICM), length (C), width (L), C / L ratio and conidia and
appressorium shape. Multigenic phylogenetic analysis was based on DNA sequencing of six
loci: transcribed internal spacer (ITS) and Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), calmodulin (CAL), actin synthase (ACT), chitin synthetase (CHS) and B-tubulin 2
(TUB). Morphological data showed that the mycelial growth rate (mm / day) of the 40 colonies
ranged from 7.5 mm / day to 10.2 mm / day; the length of conidia (C) ranged from 13.8 pm to
19.4 um; the width (L) ranged from 4.0 pm to 5.6 pm; and the C / L ratio ranged from 2.5 pm
to 4.2 um. The appressoria size ranged from 7,2 um to 10,8 um in length; from 5.4 um to 8.0
pum for width and from 1.1 umto 1.5 pm for C/ L. The isolates produced cylindrical or fusiform
conidia and globules, nailed and irregular appressories. Multi-gene phylogenetic analyzes
revealed that the anthracnose symptoms observed in orchards and natural feijoa populations are
caused by the phytopathogenic fungus Colletotrichum theobromicola specie. The
morphological results aligned with the species described by the molecular data. The cross
inoculations to know the host range of C. theobromicola species, were more successful in the
infection of perforated fruits than in non-perforated fruits of all tested fruit species.
Additionally, isolates of these three species inoculated in feijoa fruits also caused infection,
regardless of the inoculation method. These findings, together with lifestyle data from the
isolates, will allow for greater and better inferences about the establishment and management
of commercial orchards. Results such as those obtained in this research are also important
regarding the establishment of genetic improvement programs, disease control and biovigilance
activities.

Keywords: Goiabeira-serrana. Colletotrichum treobromicola. Formae specialis. Multigenic

analysis.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A feijoa [Acca sellowiana (O. Berg) Burret] ¢ uma espécie frutifera que pertence a
familia Myrtaceae. Esse grupo compreende cerca de trés mil espécies vegetais, sendo que
muitas dessas sdo pouco conhecidas e utilizadas. A feijoa ¢ uma dessas espécies que sao
pouquissimo conhecidas em seu pais de origem, o Brasil, onde é conhecida também por
goiabeira-serrana; porém, ja bastante difundida e apreciada em outros paises. Contudo, que esta
espécie esta passando pelo processo de domesticagao em seu centro de origem e diversidade, ja
sendo relatada a existéncia de pomares comerciais em localidades do planalto de Santa Catarina
e do norte do Rio Grande do Sul. As principais caracteristicas dos frutos de feijoa encontrados
nesses dois estados sdo: polpa cor gelo, sabor doce, podendo variar de levemente 4cido a 4cido,
com aroma marcante e muito diferente. O sabor tem sido um apelo para o mercado, pois os
frutos produzidos em plantios comerciais, principalmente na Nova Zelandia e Colombia, sdo
destinados majoritariamente a exportagdo para paises europeus, asiaticos, bem como para o
Brasil.

A planta possui importantes propriedades farmacoldgicas, tais como: agdo antioxidante
(AQUINO et al., 2018; BEYHAN et al., 2010; TUNCEL; YILMAZ, 2015;), altos niveis de
vitamina C (WESTON, 2010), atividade em cé€lulas epiteliais intestinais humanas (PENG et al.,
2008; TURCO et al., 2016), propriedades anticancerigenas (BONTEMPO, 2007), atividade
antibacteriana e antifungica (BASILE, 2010) e atuacdo no tratamento e prevenc¢do do diabetes
tipo 2 e artrite reumatoide, de acordo com a patente US 20150157678 (FOO; WARSON, 2015;
MUNIZ, 2018). As flores de feijoa sdo comestiveis € o uso da espécie como planta ornamental
também ¢ viavel devido ao seu tamanho e floragdo (SAZIMA; SAZIMA, 2007).

Nos ultimos 25 anos, no Brasil, houve um avanco significativo nas pesquisas com feijoa,
nas mais diversas areas de conhecimento, bem como na producdo e comercializacdo de seus
frutos. Agricultores das regides produtoras ja iniciaram e outros mostram interesse pelo cultivo
dessa frutifera, principalmente no sistema organico e agroecologico. Por se tratar de uma
espécie nativa e com alto potencial economico, sua produgdo e comercializagao pode aumentar
consideravelmente nos préximos anos.

Assim, para fomentar o plantio, cultivo e comercializacdo da feijoa, algumas de suas
caracteristicas  fisiologicas e sanitarias precisam ser melhor compreendidas e,
consequentemente, o estabelecimento da melhor forma de manejo de pomares com o intuito de

minimizar perdas causadas por doencas, pragas e ma condu¢ao dos pomares.
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A ocorréncia da antracnose tem sido relatada por produtores como o principal motivo
de perdas nos pomares. A espécie de fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides, foi
descrito inicialmente por ANDRADE ¢ DUCROQUET (1994) como sendo o agente causal de
lesdes de antracnose em frutos de feijoa. Os sintomas caracteristicos de antracnose como:
mancha depressiva, necrose, muitas vezes esporulacdo rosea no centro da lesdo, em estagio
mais avan¢ado pode causar o tombamento de plantulas e até a perda de 100% dos frutos. No
entanto, a caracterizagao feita por ANDRADE e DUCROQUET (1994), baseou-se apenas em
fatores morfolégicos e culturais do patdogeno, dificultando a indicagdo exata da espécie
causadora de antracnose em feijoa.

Cientificamente, a caracterizagdo de um microrganismo fitopatogénico apresenta maior
confiabilidade quando se une analises morfoldgicas, moleculares, patogénicas, entre outras. A
obtencdo de resultados destas andlises proporciona maior embasamento para programas de
melhoramento genético, selegdo de variedades resistentes ou mesmo controle quimico
adequado, sendo esse ultimo algo ainda ndo estabelecido para essa cultura.

Assim, este trabalho pretende avancar no conhecimento cientifico com o uso conjunto
de andlises morfologicas, moleculares e de patogenicidade do agente causal da antracnose ¢ a
reacdo dos frutos de feijoa, bem como aprofundar o conhecimento da relacdo patdégeno x
hospedeiro, no sul do Brasil. Espera-se os resultados obtidos também possam contribuir para
futuras atividades de melhoramento genético e praticas de manejo dos cultivos da feijoa no sul
do Brasil. A obten¢do de variedades resistentes seria um ganho importante na busca de uma
maior e melhor produtividade de frutos de feijoa e, consequentemente, a valorizacdo de uma
espécie brasileira.

Este projeto ¢ parte do esforco de docentes e estudantes da Universidade Federal de
Santa Catarina, bem como de pesquisadores da EPAGRI, que buscam subsidiar as atividades

relacionadas a expansao do cultivo da espécie no Sul do Brasil.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 AFEIJOA

Coletada em 1819 por Sellow, a espécie foi inicialmente descrita por Berg e inserida
no género Acca em 1856 e, posteriormente, como pertencente ao género Feijoa em 1859.
Atualmente ¢ aceito o nome Acca sellowiana, por ser o mais antigo (CACIOPPO, 1988S;
DUCROQUET et al., 2000; MATTOS, 1986), embora Feijoa sellowiana continua sendo
também utilizado. Dentre as mirtdceas da América Latina, a feijoa se destaca como uma das
espécies mais conhecida e utilizada no mundo. A area plantada vem crescendo inclusive nos
seus centros de diversidade primaria (Brasil e Uruguai).

A espécie entra em producdo a partir do quarto ano, ¢ uma espécie hermafrodita
predominantemente alégama, dispde de mecanismos que favorecem a fecundacdo cruzada, tais
como alta frequéncia de auto-incompatibilidade tardia (FINATTO et al., 2011), seu estigma
torna-se receptivo 24 h antes da deiscéncia das anteras, o que indica tendéncia a dicogamia por
protoginia. Apresenta crescimento lento e vistosa floracdo, a caracteristica discolor da sua
folhagem faz com que a feijoa apresente potencial ornamental, podendo também ser utilizada
em reflorestamentos (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991; LEGRAND; KLEIN, 1997).

A A. sellowiana distingue-se por produzir um fruto comestivel de sabor marcante, com
expressivo potencial sensorial (DUCROQUET et al., 2000), nutricional e com grandes
possibilidades para seu processamento e transformag¢ao (CAMACHO, 2003; DUCROQUET et
al., 2000; KINUPP; BARROS, 2008). Também foram registrados usos potenciais na area
farmaceéutica, como fontes de flavonoides com propriedades anticancerigenas (BONTEMPO et
al., 2007; LAPCIK et al., 2005), a¢ao antioxidante (KELES et al., 2011); antibacteriana e
antifungica (BASILE et al., 1997); aumento da mineralizagdo 6ssea (prevengao e tratamento da
osteoporose) (AYOUB et al., 2009); acao anti-inflamatoria (MONFORTE et al., 2013; ROSSI
2007); e imunoprotecdo (IELPO et al., 2000). Entretanto, um de seus primeiros € mais
importantes usos, ¢ como planta ornamental em programas de paisagismo (BRAUN; PETRY,
2007; SAZIMA; SAZIMA, 2007).

Apesar destas caracteristicas e possibilidades os plantios comerciais de feijoa, no
Brasil, ainda sdo escassos. A razdo para se creditar no aumento no nimero de pomares da
espécie estd ligada a varios fatores como, por exemplo, seu potencial para producdo e

processamento (ZURITA, 2003), especialmente naqueles paises que apresentam as condigdes
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agroecologicas e geograficas condizente com o estabelecimento de plantagdes, como € o caso
da Colombia (FISCHER, 2003) e do Brasil (DUCROQUET et al., 2000).

Segundo a classificagdo botanica (Myrtacea) essa frutifera ¢ um arbusto que possui
folhas persistentes e dificilmente ultrapassa a altura de 6 m, com fuste ramificado,
especialmente quando encontrada em campo aberto (DUCROQUET et al., 2000) (Figura 1).
Possui exigéncias climaticas do ambiente em que estd inserida, uma vez que esta se desenvolve,
no caso do Estado de Santa Catarina, preferencialmente, em altitudes superiores a 1000 m e
baixas temperaturas, resistindo até -12,6°C e florescendo quando a probabilidade de geada
diminui (DUCROQUET et al., 2000). Em maiores latitudes, como no sul do Rio Grande do Sul

e norte do Uruguai, se desenvolve ao nivel do mar.

Figura 1 - Espécime de feijoa em area de ocorréncia natural no estado do Rio Grande do Sul

Os frutos de feijoa sdo classificados como bagas, possuem grande potencial sensorial
e chegam a pesar 350 g. Embora possuem tamanho e forma semelhantes a da goiaba comum
(Psidium guajava), os frutos de feijoa possuem polpa cor gelo, sabor doce-acidulado, aroma
suave, mas marcante (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991) sendo que, a qualidade do aroma esta
relacionada a produgdo de etilbutirato, metil e etilbenzoato, além de aldeidos aromaticos. O

fruto também ¢ rico em iodo (3 mg/100 mg), o teor de vitamina C da polpa ¢ aproximadamente
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80 mg/100 g valor superior ao da laranja (DUCROQUET et al., 2000; THORP & BIELESKI,
2002). Os valores de alguns minerais encontrados nos frutos por 100 g de polpa sdo: potassio —
166 mg; sodio — 5 mg; calcio — 4 mg; magnésio — 8 mg; fosforo — 10 mg e ferro — 0,05 mg
(MORTON, 1987). Frutos de feijoa de populacdes uruguaias sao as que possuem os frutos com
casca mais fina.

A feijoa ¢ conhecida mundialmente, desde sua introducdo no continente Europeu por
volta de 1890. Hoje a espécie ¢ plantada também nos Estados Unidos, Colombia, Nova
Zelandia, Ucrania (e outras ex-republicas soviéticas da regido do Céucaso), Turquia, Italia,
entre outras. Atualmente, os principais paises produtores sao a Colombia e a Nova Zelandia,
que exportam o fruto para diversos outros paises, inclusive o Brasil.

O levantamento e a coleta da diversidade fenotipica existente no Estado de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parané possibilitou tanto a implantacdo de um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) pela EPAGRI como a realizagdo de dezenas de estudos de genética e
fisiologia na Universidade Federal de Santa Catarina (ex: SANCHEZ-MORA et al., 2019).
Além disso, a parceria EPAGRI-UFSC vem proporcionando tanto a conservacao da diversidade
genética e do avanco no conhecimento cientifico, como a manutengdo de um programa de
melhoramento genético. A inexisténcia de variedades adaptadas e competitivas
comercialmente, no Brasil, foi o fator que motivou o desenvolvimento e processo de
domesticacao e melhoramento dessa espécie, no Brasil e no Uruguai, iniciado em 1985.

O Brasil, por ser o maior centro de diversidade, possui uma grande vantagem com
relagdo aos outros paises que pesquisam e cultivam a feijoa, devido ao facil acesso as
populagdes de ocorréncia natural e aos bancos de germoplasma (DUCROQUET et al., 2000).
Portanto, estudar essa espécie e contribui para sanar as dividas, que sdo obstaculos ao seu
amplo desenvolvimento comercial, ¢ imensamente importante e oportuno. Neste sentido, uma
das principais lacunas refere-se aos diversos aspectos cientificos e praticos relacionados ao
agente causal da antracnose na goiabeira serrana. Avancos neste sentido podem contribuir para
a diversificagdo agricola, uma vez que a feijoa pode ser mais uma alternativa de fonte de renda

e bem-estar, principalmente para os pequenos agricultores do Sul do Brasil.

2.2 0 GENERO COLLETOTRICHUM

O género Colletotrichum Corda (Teleomorfo: Glomerella Stonem.), engloba os fungos

imperfeitos pertencentes ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, familia Glomerellaceae
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(Index Fungorum, 2015). Estes apresentam uma associacdo teleomodrfica com estirpes
homotélicas ou heterotalicas de Ascomicetos do género Glomerella (BAXTER et al., 1985;
SKIPP et al., 1995). Os fungos filamentosos deste género, formam o oitavo grupo mais
importante de fungos patogénicos, causando danos econdmicos significativos em culturas de
regides tropicais, subtropicais e temperadas (FREEMAN et al., 1998). As espécies de
Colletotrichum sao descritas como a principal causadora da doenga conhecida como antracnose,
mas também podem causar podriddo vermelha da cana de agucar, podriddo da coroa de
morango ¢ banana, mancha marrom do feijao-caupi, entre outros (CANNON et al., 2012).

O género Colletotrichum foi descrito por Corda em 1831. Em uma classificagdo mais
antiga Tode (1790) e posteriormente Fries (1825) classificaram o género como Vermicularia.
J& Saccardo (1884) descreveu que Vermicularia era uma fase do desenvolvimento de estruturas
de Colletotrichum. Em 1849 Desm. e Mont. ja haviam descrito fungos, com caracteristicas
semelhantes, como pertencente ao género Gloesporium. Essas variagdes se deram devido as
caracteristicas morfologicas ndo estdveis encontradas nas estruturas do patéogeno. Em 1957,
entdo, Von Arx verificou que varias espécies inseridas nos grupos Colletotrichum,
Vermicularia e Gloesporium pertenciam, na verdade, a um mesmo género. Assim, estabeleceu-
se como Colletotrichum o género dos fungos patogénicos analisados.

Sutton em 1980 e 1992 analisou caracteristicas morfoldgicas, culturais e patogénicas,
de isolados de Colletotrichum e assim as suas espécies passaram a ter parametros de
classificagdao melhor estabelecidos. De acordo com o mesmo autor, esses patdgenos apresentam
acérvulos em forma de disco achatado, subepidérmico, com espinhos ou setas, conidioforo
simples e alongado, conidios hialinos unicelulares que podem ser ovalados ou oblongos. Os
conidios nos acérvulos estdo envolvidos por uma matriz gelatinosa, chamada cirros de conidios,
constituida de polissacarideos e proteinas soluveis em dgua. Essa matriz provavelmente protege
os conidios da dissecagdo e aumenta a eficiéncia de germinacdo e penetracdo no tecido
hospedeiro (MENEZES, 2002). Os conidios nao constituem estruturas de sobrevivéncia porque
sua viabilidade diminui rapidamente. O micélio, porém, pode permanecer viavel por longo
periodo em sementes infectadas, em restos de cultura, ou ainda como infecgdes latentes, nao
mostrando as plantas sintomas das doencas.

Os sintomas de antracnose sao bastante caracteristicos e atingem, em varias espécies,
a parte aérea das plantas, com sintomas e sinais nas folhas, flores e frutos. Nas folhas
apresentam-se como lesdes irregulares no limbo ou nas nervuras, as quais sdo inicialmente

pardo-escurecidas e posteriormente esbranquicadas no centro e com pontuacdes escuras €
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salientes (LOPEZ; PEREIRA, 2010). Nos frutos as lesdes mostram-se inicialmente como
manchas pequenas, deprimidas, arredondadas e de coloragdo clara. Estas manchas aumentam
de tamanho, em estagios mais severos da doenga, chegam a 3 cm de didmetro e estendem-se
para regides mais profundas, muitas vezes cobertas por uma massa mucilaginosa de esporos
(Figura 2). Quando ocorre grande niimero de lesdes em locais proximos, estas coalescem,
provocam podriddo generalizada e tornam-se enegrecidas devido ao crescimento de outros
organismos saprofiticos (VIDA et al., 2006).

A gama de hospedeiros ¢ também bastante ampla, incluindo mais de uma centena de
angiospermas, sendo uma das doengas de maior importancia em plantas cultivadas,
especialmente em horticolas e solandceas. Em algumas espécies de Colletotrichum houve a
especializacdo para determinados grupos de hospedeiros, como frutiferas e gramineas

forrageiras.

Figura 2 - Lesdo tipica de antracnose, com presenga de massa conidial, em fruto de feijoa.

Os danos envolvem desde o prejuizo no crescimento da planta, até lesdes nos produtos
comerciais, especialmente quando o patdogeno se encontra na forma latente, manifestando-se
somente apos a colheita e transporte, desvalorizando os produtos e causando prejuizos para
consumidores e comerciantes. Em condi¢des favoraveis e sem tratamentos quimicos, as perdas

relatadas estdo entre 70 a 80 % em cafeeiro (PEREIRA et al., 2009), 40 % em bananeira
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(CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005) e podem chegar até 100 % em solaniceas e na goiaba
(P. guajava) (KUROZAWA; PAVAN, 1997).

A forma de infecgdo inicial se d4 de maneira semelhante para todas as espécies do
género Colletotrichum, sendo maiores as diferencas depois de ocorrer a penetragdo, quando
duas principais estratégias de infec¢do poderdo se dar. Inicialmente ocorre a adesdo do conidio
a cuticula e a producao do tubo germinativo, que posteriormente diferencia-se em apressorio.
Estruturas de penetragao emergem da base deste e penetram diretamente na cuticula, porém ha
relatos sobre a ocorréncia de penetracao indireta, através do estobmato ou de ferimentos, sem a
formagao de apressorio (MATOS; KIMATI, 2005).

Depois de ocorrida a penetracdo, algumas espécies alternam uma fase biotrofica,
associada a formacdo de grandes hifas no meio intracelular, com outra fase necrotréfica
altamente destrutiva, com a produgdo de estreitas hifas secundarias que se ramificam ao longo
do tecido do hospedeiro. Esta se constitui em uma das principais estratégias infectivas adotadas
por algumas espécies do género Colletotrichum. Neste processo, 24 h apo6s a penetracdo, a
célula do hospedeiro perde completamente a sua integridade funcional e comeca a deteriorar-
se (O’CONNEL et al., 2000).

A segunda estratégia de infecg@o se da pela penetragdo do patdgeno na cuticula, mas
ndo entrada imediata no limen da célula e sim desenvolvimento abaixo da cuticula. Nos
primeiros estdgios de penetragdo, hd o desenvolvimento entre as paredes das células
epidérmicas e do hospedeiro, sua turgéncia e dissolu¢do. Somente mais tarde, penetram nas
células, espalhando-se rapidamente pelo tecido, tanto dentro quanto fora das células, matando-
as e dissolvendo sua parede. Esse tipo de estratégia de infec¢do ndo estd associada a produgdo
de micélios primarios e secundarios morfologicamente diferentes (O’CONNEL et al., 2000).

Em feijoa tem sido descrita a ocorréncia de antracnose apenas em frutos,
diferentemente de outras espécies frutiferas que sao acometidas em varios 6rgaos. Sendo assim
percebe-se a importancia de entender mais sobre a capacidade de infec¢do que os isolados, de
Colletotrichum provenientes de feijoa, apresentam. Levanta-se, nesse contexto, a hipdtese de
que folhas de feijoa sejam capazes de impedir a penetracdo e estabelecimento do patéogeno, ou

mesmo que o fungo permaneca latente, nas nervuras e limbo foliar, por longos periodos.

2.3 PATOGENO X HOSPEDEIRO
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O conhecimento sobre relagdes patogeno x hospedeiro dentro do género
Colletotrichum, ainda ndo estd muito bem estabelecido. Segundo Cannon (2012), por muito
tempo acreditou-se que todas as espécies de Colletotrichum tinham seu hospedeiro especifico.
Atualmente, contudo, sabe-se que inimeros fatores interferem nessa relagao, dificultando fazer
inferéncias sobre a capacidade patogénica e especificidade de um microrganismo. Segundo
Freeman (1993) a patogénese de um fungo em um hospedeiro, esta ligada a penetracdo através
dos tecidos vegetais, inducao dos sintomas da doenca e disseminagdo do patdégeno pela
esporulagao.

Caso o patogeno seja compativel com o hospedeiro, este iniciara o processo de
formagao de manchas necrdticas. Por outro lado, caso a interagdo nao seja compativel, o fungo
cessa o crescimento e pode formar lesdes de hipersensibilidade. Essa afinidade e
compatibilidade de um fungo com uma espécie vegetal estd ligada a genes de viruléncia.
FREEMAN e RODRIGUEZ (1993) e REDMAN et al. (1999) descreveram que a modificacao
de apenas um gene de patogenicidade, foi capaz de transformar um isolado patogénico, em um
isolado endofitico. O isolado endofitico conferiu, entdo, protecdo a uma espécie vegetal contra
outros patogenos.

Nem sempre, porém, colonias endofiticas ou latentes trardo beneficios para o
hospedeiro, muitas vezes a modificacdo de condigdes ambientais, entre outros fatores, pode
fazer com que o mesmo se torne patogénico. Em varios casos, espécies de Colletotrichum que
sao endofiticas para um hospedeiro, podem permanecer em restos culturais e causar grandes
perdas as culturas subsequentes. Outro caso que dificulta a estimativa da gama de hospedeiros
de uma espécie patogénica ¢ ocorréncia de infecgdes quiescentes. Estas, geram lesdes apos a
maturacdo do hospedeiro, a frequente ocorréncia desse tipo de infeccdo torna o género
Colletotrichum, também, um dos maiores patdgenos causadores de doenca de pos colheita
(SKIPP et al., 1995).

Existem, porém, fungos que sdo especificos de alguma espécie vegetal, sendo
denominados Formae speciales. Estes, bem como ragas de fungos que se mostram especificos
costumam causar danos graves ao seu hospedeiro, mas ser totalmente ndo patogénico para
outras espécies. Nestes casos, testes de patogenicidade, por inoculagdes cruzadas, sdo
realizados como forma de estimar a gama de hospedeiros de um fungo fitopatogénico
(DENOYES; BAUDRY, 1995; FURTADO et al., 1999; MUNIZ et al., 1998; PERES et al.,
2002).
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Com relacdo a interacdo patdégeno x hospedeiro, fungos do género Colletotrichum sao
conhecidos por causarem niveis variareis de danos e perdas a espécies vegetais. O
conhecimento do nivel de patogenicidade, gama de hospedeiro e abrangéncia de ataque ¢ muito
importante em fungos considerados bastantes patogénicos, como ¢ o caso dos do género
Colletotrichum, tendo em vista que em meio a uma epidemia a infeccdo e a esporulacdo sio
fatores importantes para o progresso da doenca (MANANDHAR; HARTMAN, 1995). Os
dados obtidos com avaliagdes nesse contexto, sao importantes para o estabelecimento de tratos

culturais, programas de melhoramento genético, de biovigilancia e etc.

2.4 FILOGENIA PARA ESPECIES DO GENERO COLLETOTRICHUM

A identificacdo das espécies de Colletotrichum patogénicas a um determinado
hospedeiro propicia uma melhor compreensdo da epidemiologia da doenga e faz-se uma etapa
fundamental para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes de controle (ANDRADE et
al., 2007). Além disso, as andlises filogenéticas sdo ferramentas utilizadas atualmente para
confirmar a inser¢do de um organismo em uma determinada espécie, bem como sua posicao
evolutiva perante as espécies filogeneticamente mais proximas.

Hé ferramentas classicas da fitopatologia e da genética que podem ser utilizadas
visando a identificagdo do agente etioldgico, bem como caracterizar a diversidade genética
existente entre as possiveis ragas ou isolados. Tradicionalmente, a realizagdo da caracterizacao
de espécies de Colletotrichum era feita por caracterizacdo morfologica, cultural e
patogenicidade, entre outros (SUTTON, 1992). A utilizacdo de todas essas ferramentas de
caracterizagdo juntamente com andlises genéticas, como por exemplo a deteccio de sequéncias
de DNA especificas, tem tornado a caracterizagdo, a nivel de espécie, bastante precisa. Para o
género Colleltotrichum a caracterizacao de espécies baseada na morfometria sempre foi um
processo bastante dificil, devido a grande variabilidade dentro e entre espécies desse género.

Neste contexto, mostram-se as técnicas de biologia molecular (tais como isoenzimas,
DNA mitocondrial e ribosomal, os diversos tipos de marcadores moleculares, a reagdo da
polimeracdo em cadeia (PCR), sequenciamento de DNA, entre outras) importantes ferramentas
no estudo da taxonomia de fungos fitopatogénicos. Com o advento destes métodos, aliadas as
morfoldgicas e fisioldgicas, entre outras, a identificacdo e caracterizagdo do patégeno pode se
dar de maneira muito mais precisa e conclusiva. Nesse mesmo contexto de grande variabilidade

de caracteristicas do género, Weir et al. (2012) relataram a existéncia de complexos dentro do
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género Colletotrichum, ou seja, grupos que anteriormente eram tidos como espécies de
Colletotrichum puderam ser, através de analises filogenéticas, descritos como um complexo
contendo varias espécies.

Atualmente, para a caracterizacdo das espécies pertencentes aos complexos de
Colletotrichum, sao utilizadas sequéncias especificas de DNA. Estas sao capazes de diferenciar
isolados desse patogeno dentro de uma espécie ou entre espécies que sdo acometidas por
Colletotrichum. Além do uso das regides ITS para a discriminagdao de espécies do género
Colletotrichum, regides como, por exemplo, GAPDH tem sido utilizada neste tipo de estudo,
na distingdo dos complexos estudados. Nesse caso o iniciador forward GDF (5'-
GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-3") e o iniciador reverse GDR  (5'-
GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT-3') anelam-se a regides codificadoras do gene G3PD
(Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) promovendo a amplificacdo de produtos tteis para a
diferenciagdo de espécies ou complexos de espécies do género Colletotrichum (PERES et al.,
2004). O gene calmodulin (CAL), por meio do par de iniciadores CL1 5'-
GA(GA)T(AT)CAAGGAGGCCTTCTC e CL2A 5S-TTTTTGCATCATGAGTTGGAC,
também tém sido amplificados e utilizados na identificagdo de espécies do género
Colletotrichum (O'DONNELL, 2000). Essas trés, conjuntamente com outras regioes, que
formam parte da estratégia denominada de bar coding, estdo sendo amplamente indicadas para
a caracterizacao molecular de fungos fitopatogénicos como o Colletotrichum.

Assim, os avangos recentes no desenvolvimento de marcadores moleculares como ITS
(WHITE et al., 1990; TAPIA-TUSSELL, 2008; PILEGGE et al., 2009), tem auxiliado na
identificacao de distintas espécies do género, ou mesmo para identificar a qual complexo do
género Colletotrichum, descrito por Damm et al. (2012), os isolados pertencem. Um dos
principais exemplos descritos por Weir et al. (2012), diz respeito ao Colletotrichum
gloeosporioides, que anteriormente era tido como uma espécie e, apds a caracterizagao genética
com o uso do bar coding, ¢ tido como um complexo contendo 22 espécies de Colletotrichum.
O mesmo tem sido feito para outros complexos tidos anteriormente como espécie unica (ex:
Colletotrichum acutatum e Colletotrichum fragariae).

Desta forma, as sequéncias dos locos Internal transcribed spacer ITS 1(F), ITS 4,
Quitina sintase (CHS), Btubulina (TUB), Actina (ACT), Calmodulina (CAL) e Gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), entre outros, serdo utilizados no desenvolvimento do bar
coding de identificagdo de isolados do género Colletotrichum no presente trabalho. A existéncia

de complexos dentro do género Colletotrichum mostra a complexidade desse grupo de fungos



26

fitopatogénicos, bem como aumenta a gama de possiveis espécies que causam as caracteristicas

de antracnose em feijoa.
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3 ORGANIZACAO DA TESE

Esta Tese esta dividida em dois capitulos. O primeiro teve como objetivo identificar e
caracterizar isolados de Colletotrichum, que causam lesao de antracnose em feijoa. Tais analises
visam atender a demanda de informagdes precisas sobre esse patdgeno e auxiliar no
desenvolvimento de praticas de manejo de pomares de feijoa, a fim de reduzir perdas causadas
pela doenga. Para tanto, analisamos as caracteristicas morfologicas do patdgeno, interagao do
patossistema, bem como as relagdes filogenéticas usando seis marcadores moleculares.

O segundo capitulo trata da realizacdo de infecg¢des cruzadas para verificar se isolados
de C. theobromicola de feijoa, sdo capazes de causar doenca em outros hospedeiros. A
capacidade de colonizagdo e producdo de sintomas caracteristicos de antracnose, de C.
theobromicola, foi avaliada em trés outras espécies frutiferas que estavam em fase de producao
no mesmo periodo do ano. Assim, isolados retirados de frutos de macieira, goiabeira comum e
morangueiro, foram inoculados em frutos de feijoa e assim verificar se as espécies de
Colletotrichum testadas sdo capazes de reproduzir sintomas em seu hospedeiro anfitrido e
também nas outras espécies frutiferas. Com o estabelecimento das infec¢des cruzadas poderdao
ser feitas inferéncias sobre caracteristicas dos patdgenos, como a capacidade do mesmo infectar
mais de uma espécie.

Por fim foi incluido um toépico sobre Consideragdes finais, que apresenta os avangos €

as principais implicagdes do presente estudo.
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4 CAPITULO 1. Phylogenetic, morphology and host-pathogen relationship of
Colletotrichum theobromicola associated with anthracnose disease in feijoa (Acca

sellowiana)!

4.1 ABSTRACT

Feijoa (Acca sellowiana) is a native fruit of Brazil and Uruguay that has both a unique
aroma and flavor, pharmacological properties, and ornamental features, among other ones. This
species has been considered in its geographic origin and diversity regions as an alternative for
small and medium farmers, but the occurrence of typical anthracnose symptoms in feijoa
orchards has made it difficult or unfeasible for the production and commercialization of these
fruits without the use of pesticides. Little is known about the causal agent of anthracnose
symptoms in feijoa fruit, since that knowledge is required to design orchard management
strategies. To elucidate some of the unknowns about the pathogen, this work analyzed its
morphological, and pathogenic characteristics, as well as performed a multi-gene phylogenetic
analysis based on the DNA sequencing of six loci: internal transcribed spacer (ITS) and genes
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Calmodulin (CAL), Actin synthase
(ACT), Chitin synthase (CHS), and B-Tubulin 2 (TUB) of n isolates collected in fruits of
orchard and naturally grown feijoa trees in Santa Catarina and Rio Grande do Sul, Brazil.
Morphological data showed that the mycelial radial growth rate (mm/day) of 40 established
colonies ranged from 7.5 mm/day to 10.2 mm/day; the length of the conidia (L) ranged from
13.8 um to 19.4 pum; the width (W) ranged from 4.0 pm to 5.6 um; and the L/W ratio ranged
from 2.5 um to 4.2 um. The size of the appressoria ranged from 7.2 um to 10.8 um in length;
from 5.4 pm to 8.0 um, for width, and from 1.1 pm to 1.5 um, for L/W. The isolates produced
cylindrical or fusiform conidia, and appressory globules, nailed and irregular. The multi-gene
phylogenetic analyses revealed that the anthracnose symptoms observed in the fruit, at both
orchards and natural populations of feijoa, is caused by the phytopathogenic fungus
Colletotrichum theobromicola, assigned to Gloeosporioides complex. The morphological data
also aligns the assigned species. These results, together with data on the life style of the isolates,
will allow greater and better inferences about the management and handling of commercial
orchards.

Keywords: Conidia. Appressoria. Multigene analysis. Aggressiveness.

4.2 INTRODUCTION

Feijoa (Acca sellowiana (O.Berg) Burret) is a fruit species native to southern Brazil
and northern Uruguay. Its fruits have great potential for in natura consumption and its by-
products are already commercialized in countries such as Australia, New Zealand, Ukraine and

Colombia, among others. Some important pharmacological properties of feijoa were reported,

! Artigo submetido a revista Fungal Biology para publicagao.
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such as antioxidant action (AQUINO et al., 2018; BEYHAN et al., 2010; TUNCEL &
YILMAZ, 2015), high levels of vitamin C (WESTON et al., 2010), activity in human intestinal
epithelial cells (TURCO et al., 2016), anticancer properties (BONTEMPO et al., 2007),
antibacterial and antifungal activities (BASILE et al., 2010), treatment and prevention of
inflammation-related diseases, including inflammatory bowel disease (PENG et al., 2018), and
acting in the treatment and prevention of type 2 diabetes and rheumatoid arthritis according to
the US 20150157678 patent (FOO & WARSON, 2015; MUNIZ et al., 2018). The feijoa flowers
are edible and the use of the species as an ornamental plant is feasible due to its size and colorful
flowering (SAZIMA; SAZIMA, 2007).

In Brazil, the feijoa fruit production occurs mainly in the southern states (Santa
Catarina and Rio Grande do Sul) (Figura 1), but its productivity on a commercial scale has been
difficult due to the high occurrence of fruit anthracnose disease, among others fitossanitary
problems. In orchards or underbrush areas, where the feijoa occurs naturally, the symptom of
circular, necrotic and depressive spots, pink sporulation in the center of the fruit lesions and in
the seedling tomb have led ANDRADE and DUCROQUET (1994) to called it anthracnose,
supposedly caused by Colletotrichum gloeosporioides. This disease is responsible for large
losses in the orchards, many times up to 100 % of damage.

The identification of C. gloeosporioides by ANDRADE and DUCROQUET (1994),
as a species that causes anthracnose lesions in feijoa, was based on morphological and cultural
characteristics of the pathogen. Currently, however, the multilocus genetic characterization and
greater information of the pathogen-host interaction are necessary to assign the species that
cause disease in plants (ROJAS et al., 2010; WEIR et al., 2012). In addition, the economic
importance of the anthracnose fungal agent can only be inferred by representative sampling in
their area of occurrence with the host species, and by the confirmation between the causal agent
and the damages to the crop. When both issues are solved, the development of management
strategies and crop varieties resistant to anthracnose will facilitated, regarding fruit production
on a commercial scale (ANDRADE et al., 2007; DUCROQUET et al., 2000).

Thus, the present work aimed to identify and characterize Colletotrichum species that
occurs in feijoa anthracnose lesion, in order to meet the demand of accurate for information on
this pathogen and help to design ways of laying out the orchards in order to reduce the losses
caused by it. To accomplish that, we analyzed the pathogen morphological, and pathogenic

characteristics, as well as the phylogenetic relationships using six loci molecular markers.
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4.3 MATERIAL E METHODS

4.3.1 Colletotrichum isolates

Feijoa fruit with typical anthracnose symptoms were collected from distinct trees in
17 places from the states of Santa Catarina and Rio Grande do Sul (Figure 3), totaling 40
Colletotrichum samples (Supplementary material 1). The fruit underwent 70% alcohol asepsis
for 1 min, sodium hypochlorite 1% for 3 min, triple washing with sterile distilled water and
drying with absorbent paper. The inocula from infected tissue were removed with the section
of a small region between the fruit bark and pulp, transferred to petri dishes containing 10 mL
of sterile Potato Dextrose Agar (PDA - Kasvi K25-610102) medium and were kept at 25°C and
12 h of photoperiod for seven days. Pure cultures were obtained through monosporic isolates,
by the serial dilution process (ALFENAS et al., 2007). Mycelial discs with 7 mm, from each of
the 40 monosporic isolates, were subcultured into four petri dishes containing sterile PDA
medium, one disc per plate being used, these were kept at B.O.D. under 25°C and 12 h
photoperiod for 21 days. The isolates were preserved in filter paper at -20°C and in sterile water
at 4°C, in the Laboratory of Developmental Physiology and Plant Genetics of the Federal

University of Santa Catarina.

Figure 3 - Locations and isolates labelling where feijoa fruit were collected with anthracnose
lesions at Rio Grande do Sul and Santa Catarina states.
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4.3.2 Molecular characterization and phylogenetic analysis

The genomic DNA of the 40 monosporic isolates was extracted according to
KURAMAE-IZIOKA (1997) method with the following modifications: the mycelium was
scraped (100 to 150 mg of mycelium) in a laminar flow chamber, macerated with sterile sand,
and 1 mL of SDS buffer (SDS 1%, Tris-Hel 100 mM pH 8, EDTA 50 mM pH 8, 500 mM de
NaCl and 10 mM de B-mercaptoetanol). Polymerase Chain Reactions (PCR) were performed
on a Veriti Thermal cycler (ThermoFisher Scientific) programmed for: 94°C for 3 min, followed
by 29 cycles of 94°C for 30 s, primer annealing (forward and reverse) at 60°C for 30 s for
BTUB, CHS and ACT, and 58°C for 30 s for ITS, GAPDH and CAL, 72°C for 30 s, and a final
elongation step of 10 min at 72°C. PCR was performed within a microtube containaing a final
volume of 20 pl and the amplicons were resolved on 1.5% agarose gel stained with GelRed™.
The set of primers used in PCR reactions consisted of ITS-1F (GARDES & BRUNS 1993) and
ITS-4 (WHITE et al., 1990) for ITS, GDF1 and GDR1 (TEMPLETON et al.,, 1992) for
GAPDH, CLC1 and CLC2 (WEIR et al., 2012) for CAL, CHS-79F and CHS-354R
(CARBONE & KOHN 1999) for CHS, ACT-512F and ACT-783R (CARBONE; KOHN 1999)
for ACT, and T1 and T2 (O'DONNEL; CIGELNIK 1997) for TUB.

The PCR products were purified using polyethylene glycol (PEG 8000 — 20% and 2,5
M NaCl) precipitation and the quality of the amplicon was visualized on 1.5% agarose gel.
Sequencing of the amplicons was performed using the BigDye v.3.1 terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems, USA) and a DNA sequencer Ethanol, Acetate / EDTA.
The samples were sequenced by the Sanger - ABI 3500XL Genetic Analyzer method.
Sequencing reads were analyzed and assembled using CLC Genomics Workbench v9. All
sequences obtained were deposited int the GenBank database (Supplementary material 1).
Sequence data of additional isolates (Supplementary material 2) from the Colletotrichum
gloeosporioides complex (WEIR et al., 2012) were downloaded from GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). The gene sequences ACT, CAL, CHS, GAPDH, ITS
and TUB were individually aligned using the MAFFT v7.271 (KATOH & STANDLEY, 2013).
The best substitution model for each molecular marker was selected using jModelTest v.2.1.7
(DARRIBA et al., 2012).

For ITS gene it was used the evolutionary model GTR + G; for GAPDH, the model
HKY G, for CAL the GTR + I + G model, for ACT the HKY + G model, for TUB2 the GTR

+ I model, and for CHS the SYM+G model. Matrices were concatenated using a "Bio.Nexus"
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tool in BioPython 1.70 (COCK et al., 2009) and used for a Markov chain Monte Carlo (MCMC)
Bayesian analyses in MrBayes 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), via the
Cyberinfrastructure for Phylogenetic Research (CIPRES) Portal (www.phylo.org) for
10,000,000 generations. The interactions (25%) were discarded as burn-in. The tree was

represented and edited using FigTree v1.3.1 software (RAMBAUT, 2009).

4.3.3 Morphological characterization

The 40 Colletotrichum monosporic colonies were harvested and placed at 25°C and 12
h of photoperiod for 21 days, during that time colony diameters (mm) was measured daily in
two perpendicular directions with a caliper rule. For each isolate four replicates were used, and
the mean diameter was divided by the number of days to obtain the mycelial growth index
(mm/day). Conidia and appressoria were analyzed according to their length (L), width (W), and
ratio (L/W) and formats.

Five microscope slides were prepared from seven-day colonies and 20 conidia per
isolate were measured per slide (n = 100 for each isolate). The appressoria were obtained on
microscope slides (ROJAS et al., 2010) and 100 structures were measured per slide. Conidia
were visualized shortly after the slide’s preparation and appressoria were analyzed after 8 h, 12
h, 16 h and 20 h in incubation at 25 °C and 12 h photoperiod. The structures were visualized
under a microscope (Olympus® BX-40) at 400 X magnitude with a coupled camera (Olympus®
DP71). The ScopePhoto program was used to obtain the averages of length (um) and width
(um). The data obtained were compared with those described in the literature and according to
SUTTON (1992), FREEMAN et al. (1998), and ROJAS et al. (2010).

To calculate the Micellar Growth Index (MGI), 7 mm of mycelial disc from each of the
40 monosporic isolates was subcultured into four petri dishes containing PDA culture medium.
All four replicates of each isolate were maintained under controlled conditions at 25°C and
photoperiod of 12 h. Daily, after the second day of growth, and until the mycelium occupied
the entire petri dish, the diameter (in mm) of the colonies was taken in two perpendicular
directions. Growth in diameter was divided by the number of days to obtain the MGI from each
of the 40 Colletotrichum isolates were subjected to analysis of variance and to the Scott-Knott

test (SCOTT; KNOTT, 1974).
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4.3.4 Host-Phatogen relationship

Ripe and healthy feijoa fruit were collected from two different genotypes (BAG-85 and
BAG-509) that were ripe at the same time, both from a commercial orchard in Fraiburgo, Santa
Catarina state. The ripe point was standardized; the ripe stage was considered when the fruit
was easily detasched from the brach by a slight hand touch. Preferably, fruit of the same size
or approximate size were chosen. The fruit underwent asepsis with 70% alcohol for 3 min,
sodium hypochlorite 0.5% for 2 min, tripled washing with sterile distilled water and drying with
sterile absorbent paper. The pathogenicity and aggressiveness of three, geographically distant
isolates, were tested (Isolates IPE, FBR6 e SJQ6). For inoculation, the methodology described
by BRAGANCA et al. (2016), with some modifications, was followed. A spore suspension for
each isolate at 1 x 10° spores/mL"! was prepared from seven days old growth plates, 10 mL
sterile distilled water was poured into each petri dish and with Drigalsky loop spores and water
were homogenized. Finally, the solution was filtered and 20 pl were pipetted at two opposite
points of the fruit (ALFENAS et al., 2007). Control fruit received sterile water without conidia.

The pathogen inoculation methods consisted of (a) perforated regions (5 perforations in
the fruit made with a 5 x 0.3 mm needle), and (b) non-perforated regions. Sterile water was
used in perforated and non-perforated regions of the fruit as a control. All treated fruit was
placed in plastic trays with a lid containing moistened cotton to produce a humid chamber
(BRAGANCA et al., 2016). Treated and control fruits were placed in a randomized block
design within trays that were kept in a controlled environment at 25°C, photoperiod of 12 h
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995). Ten fruits by genotype and by isolate were used. In each tray,
replicated five times, it was allocated five fruits with perforations, five without perforations,
and controls ones. Data of the lesion size were collected in all fruits at 4, 8, 12 and 16 days after
the infection. Lesions were measured, with caliper rules, at this time interval in two
perpendicular directions and at the two opposite inoculation points of each fruit.

Two morphological data analyzes were performed. First, statistical description was used
to compare the groups formed by the treatments and the genotypes across time of evaluation.
In the second analysis, we took the evaluation data of the lesions across time as
pseudoreplications and models were tested to evaluate the interactions among factors. All

analyzes and graphs were performed using the software R Development Core Team (2017).
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4.4 RESULTS AND DISCUSSION

4.4.1 Molecular characterization and phylogenetic analysis

All primers utilized the present study (ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS-1, TUB2)
successfully amplified fragments of the 40 isolates collected on feijoa fruit. The data set was
analyzed and the phylogenetic relationships between the isolates were estimated (Figure 4). The
multiloci Bayesian analysis resulted in a fully supported (PP = 1.0) monophyletic clade
containing the 40 isolates evaluated in this study and the 10 Colletotrichum theobromicola
isolates available on the GenBank database, which are inserted in the complex C.
gloeosporioides, as described by Weir et al. (2012). The 40 isolates did not present a fully
resolved phylogenetic relationship because of the low genetic variability among them.
However, the FRB4 and PSMI1 isolates formed a sister clade to the others C. theobromicola
isolates (PP = 1.0), being the more evolutionary distant from the other 38 ones.

Between these two groups of isolates from southern Brazil there are other characterized
isolates, such as the GenBank isolates MM317 of C. theobromicola from New Zealand
cultivated plants. In addition, there are C. theobromicola isolates that are considered the causal
agent of anthracnose in other plant species of different countries, such as: Olea europaea
(isolated in Australia), Limonium sp. (Israel), Annona diversifolia (Mexico), Teobroma cacao
(Panama), Fragaria x ananassa (United States), F. vesca (United States) and Quercus sp.
(United States), as well as C. theobromicola syn. C. fragariaea isolated from Fragaria x
ananassa (United States) and C. theobromicola syn. C. gloeosporiodes f. stylosanthes isolated
from Stylosanthes viscosa (Australia) (WEIR et al., 2012) are also in the same brunch of C.
theobromicola (PP = 1.0).

The species C. theobromicola was described by Rojas et al. (2010), characterizing
diseases previously attributed to C. gloeosporioides sensu stricto species. According to Aradjo
et al. (2018), the causal agent of anthracnose in carnatba fruit was first described as C.
gloeosporioides (sensu stricto), but with phylogenetic analysis the authors verified the presence
of C. theobromicola and C. tropicale as the real causal agent as well. Other authors, such as
MATOS et al. (2017) and OLIVEIRA et al. (2018) also confirmed the occurrence of C.
theobromicola in Brazilian plant species, although the anthracnose lesions were initially

attributed to C. gloeosporioides (sensu stricto) species.
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Figure 4 - Bayesian inference phylogenetic tree of the 40 isolates from Acca sellowiana, Brazil.
Results for the analysis of the markers ITS, GAPDH, CAL, ACT, CHS, and TUB. All the
isolates from Acca sellowiana collected in Brazil were compared with the species characterized
by Weir et al. (2012). The species found into the 40 isolates was C. theobromicola with PP =
1.0.
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In "The Colletotrichum gloeosporioides species complex" Weir et al. (2012) stated that,
even with the formation of the complex, some species are still very close genetically, which can

be differentiated with the use of multi-gene phylogenetic analysis. In fact, MACKENZIE et al.
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(2007, 2008) successfully differentiated C. fragariae and C. theobromicola isolates from
strawberry. In the differentiation of C. fragariae and C. siamense with the use of the ITS gene,
the same genetic proximity was seen by Xie et al. (2010b). Based on ITS sequences, Weir et al.
(2012) were able to differentiate the isolates in only 11 Colletotrichum species. However, when
sequences of five to eight genes were used, it was possible to separate the isolates in 22 species
of Colletotrichum in the C. gloeosprioides complex (WEIR et al., 2012).

These examples demonstrate the need of using a minimum number of molecular
markers that gives robustness to the genetic characterization of the isolates. In this context, the
present work it was used DNA sequences of six genes. Recently, Colletotrichum isolates from
feijoa as well, collected in the municipality of Sdo Pedro do Sul (RS), Brazil, were described
as belonging to C. siamense species based on the blast for the genes ACT and TUB (FANTINEL
et al., 2017). If this will be validated, we can raise the hypothesis of the occurrence of more
than one species of Colletotrichum in feijoa fruit. However, since the authors of that article
based they conclusions with the use of distinct molecular methodology comparatvely to our
work, further studies would be required to confirm the causal agent of the anthracnose in feijoa

fruit.

4.4.2 Morphological characterization

In the present study, it was found a significant variation between the average length (L) and
width (W) of conidia and appressoria of the 40 Colletotrichum isolates, as well as for the L/'W
ratio (Table 1). The length of the conidia ranged from 13.8 to 19.4 um, bigger than those
described for C. theobromicola (ROJAS et al., 2010), but within the overlap zone, from the
values established for C. gloeosporioides sensu stricto (SUTTON, 1992). The conidia width
varied from 4.0 to 5.6 um and the L / W ratio ranged from 2.5 to 4.2 um. These two parameters
presented values within the intervals found by other authors as well, for the species C.
theobromicola in Theobroma cacao (ROJAS, 2010), Malpighia emarginata (BRAGANCA,
2014), Allium fistulosum (MATOS, 2017), and Copernicia prunifera (ARAUJO, 2018). In the
present study, the colonies showed hyaline, cylindrical or fusiform conidia. In addition, the
appressoria dimensions ranged from 7.2 pm to 10.8 pm for length, 5.4 to 8.0 um for width and
1.1 to 1.5 um for L/W. All these appressoria values we found fit within those found for C.
theobromicola by Rojas (2010). The colonies we developed showed appressoria with globules,

nailed or irregular forms, sometimes these three formats occurred in the same isolate.
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The mycelial growth index (MGI) of the colonies measured in the present study varied
from 7.5 mm to 10.2 mm / day, values that also fit within those found by Rojas (2010) in C.
theobromicola. The 40 isolates formed aerial mycelia ranging from light gray to dark and often
with conidial salmon mass. These morphological results correspond as well with the species

identification with the use of the phylogenetic analysis.

Table 1 - Means separation test for length (L), width (W), and length / width ratio (L/W) of
appressoria and conidia, and Mycelial Growth Index (MGI), of 40 Colletotrichum
theobromicola isolates from feijoa, collected in Santa Catarina and Rio Grande do Sul states,
Brazil.

Isolates Appressorium Conidium MGI
L W L/W L W L/W
FRB1 8.2b 6.6¢ 1.2b 16.4c 4.4b 3.6¢ 7.8a
FRB2 8.8¢c 6.4b 1.3c 16.0c 4.4b 3.6¢e 8.0a
FRB3 8.6¢c 7.0c 1.2b 17.6¢e 5.0c 3.6e 7.7a
FRB4 10.8e 7.0c 1.5¢ 16.8d 4.4b 3.7¢ 7.8a
FRBS 9.2¢ 7.6d 1.3b 17.0d 4.2a 3.9f 8.9b
FRB6 9.8d 7.4d 1.3c 17.8e 5.0c 3.4d 9.0b
SJQ1 7.8b 6.2b 1.2b 16.0c 4.4b 3.5d 8.8b
SJQ2 9.6d 7.0c 1.3c 16.4c 4.4b 3.6¢ 9.2b
SJQ3 9.0c 7.4d 1.2b 17.6e 5.2¢ 3.3c 9.1b
SJQ4 8.4b 7.0c 1.2a 17.6e 5.0c 3.4d 8.6b
SJQS 8.0b 6.0b 1.3¢c 14.2a 5.0c 3.1b 8.5a
SJQ6 10.8e 8.0d l.4c 19.4g 5.0c 3.7¢e 8.3a
LGS1 9.0c 7.0c 1.3c 17.4e 4.4b 3.9f 8.4a
LGS2 7.6a 6.2b 1.2a 18.2f 5.0c 3.7e 8.3a
LGS3 8.4b 6.8c 1.3b 17.6¢e 4.6b 3.9f 8.2a
LGS4 8.6¢ 6.8c 1.3b 18.0e 5.0c 3.6¢ 8.2a
LGS5 8.0b 6.6¢ 1.2b 15.0b 4.2a 3.4d 8.2a
LAM 9.6d 7.4d 1.3b 17.2d 4.4b 3.8f 8.1a
PSM1 9.0c 7.2¢ 1.2b 18.4f 5.0c 3.7e 7.8a
PSM2 7.2a 6.0b 1.2a 18.4f 5.4c 3.4d 7.6a
PSM3 8.4b 6.6¢ 1.3b 17.8e 5.0c 3.7e 7.7a
PSM4 8.8¢c 6.8c 1.3¢c 17.6e 5.0c 3.8¢ 7.4a
CUT1 7.2a 5.4a 1.3c 16.6¢ 5.2¢ 3.3c 8.4a
CUT2 7.2a 5.4a 1.4d 16.8d 5.0c 3.3¢ 7.7a
IPE1 8.8¢c 7.0c 1.3b 17.4e 4.0a 4.0f 7.7a
IPE2 9.0c 7.0c 1.3b 17.8e 4.6b 3.9f 9.6b

URU1 9.0c 7.0c 1.3c 17.0d 4.0a 3.8f 10.2b
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URU2 9.2¢ 7.0c 1.3¢c 18.0e 5.2¢ 3.4d 9.6b
UPM 10.4¢e 7.6d 1.4d 16.4c 4.0a 4.1g 9.3b
SJC 9.6d 7.8d 1.2b 17.8¢ 5.0c 3.4d 8.8b
ITU 10.0d 7.4d 1.3¢c 17.8e 4.6b 3.9f 9.4b
RQM 9.6d 8.0d 1.2b 19.2¢g 5.2¢ 3.6e 9.2b
ALZ 9.8d 7.6d 1.3¢ 17.6¢ 5.0c 3.7e 8.8b
PNL 10.8e 8.0d l.4c 16.0c 5.0c 3.3c 7.8a
VCR 8.6¢ 7.0c 1.2a 13.8a 4.0a 3.2¢c 7.8a
SND 8.4b 6.8¢c 1.3b 17.8e 4.6b 3.9f 7.5a
CMB 7.2a 6.0b 1.2a 18.6f 5.0c 3.9f 8.1a
SMC 7.8b 6.8¢ l.1a 14.2a 5.6¢ 2.5a 7.9a
MFR 8.0b 6.8¢c 1.2a 17.6¢e 5.0c 3.7e 8.2a
VSG 7.6a 6.4b 1.2a 18.2f 4.0a 4.2¢g 8.1a

Means followed by the same letter in a column do not differ at 5% level of probability by
Scott Knott’s range test.

4.4.3 Host-Pathogen relationship

4.4.3.1 Response of C. theobromicola isolates inoculated in different feijoa genotypes and

with two inoculation strategy

The three isolates of C. theobromicola (IPE, FRB6 and SJQ6) were able to colonize
and form typical anthracnose lesions around the place of inoculum application in the two feijoa
genotypes tested (BAG-85 and BAG-509). This results demonstrated their pathogenicity in
feijoa (Figure 6). Fruits with perforation in the skin showed higher susceptibility on the 4" day
after inoculation. At this time, the lesions in perforated fruits were twice the size of the lesions
in fruits without perforation. On the other hand, 29% fruits did not show symptoms at 4™ and
8" day after the inoculation treatment without perforation. Based on the evaluation done on day
12, all the fruits with perforations and without perforation exhibited lesions; however, in the
fruits with perforation, the lesions became more aggressive, covering all fruit up to the 16" day
after inoculation (Figure 5). Since this is the first specific study of the pathogenicity of C.
theobromicola on feijoa fruit in south of Brazil, there are no other related studies in the region
to com opare our results. However, Sharma (2017) found that C. theobromicola presented

pathogenic after 7 days in avocado fruits, being a teleomorphes most aggressive.

Figure 5 - Box plots showing the variation in anthracnose lesions size (cm?) produced by the
two treatments (With or Without perforations), from de 4" to 16" day after de inoculation.
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Figure 6 - Feijoa fruits with anthracnose lesions. A) Anthracnose lesion in feijoa fruit without

perforation in the same timeframe B) Anthracnose lesion in feijoa fruit with perforation in the
same timeframe.
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The two feijoa genotypes tested were more susceptible to the pathogen in fruits with
perforations. In addition, the results revealed that there was no significant difference in disease
development in the two genotypes with the same inoculation method and time interval. In fruits
without perforations, the increase rate in the lesions size was higher after 12 inoculation days,
from this point on all fruits of genotype 85 presented the typical anthracnose lesions (Figure 7).
Fruits of accession 509 when non-perforated showed more susceptibility in the evaluations at
4™ and 8 M 9Y after inoculation, compared with the fruits of genotypoe 85. However, from day
12 after inoculation the means of growth of the lesions on fruits of both genotypes were similar.

Already in the treatment with perforation, accesses 85 and 509 responded very similarly,
in the evaluation of four days all the fruits presented a typical anthracnose lesion. As expected,
in fruits with perforations, the periods of establishment of the fungus until the visible signs of

sporulation in the fruits were faster and presented less variability.

Figure 7 - Box plots showing the variation in anthracnose lesions size (cm?) from de 4™ to 16™
day after de inoculation, in fruits from two feijoa genotypes (BAG-85 and BAG-509) exposed
to two treatments (With or Without perforation).
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The results of the treatments with perforation and without perforation showed that while
fruits inoculated with the isolate FRB6 had similar lesions growth diameter (Figure 8), the fruit
lesions caused by IPE and SJQG6 isolates varied according to the inoculation type. In later two
cases, the aggressiveness from the two C. theobromicola isolates was considerably higher in

perforated fruits than in non-perforated fruits, in the same timeframe.

Figure 8 - Box plots showing the variation in anthracnose lesions size (cm?), with the two
treatments (With or Without perforations) and by the three different C. theobromicola isolates
(FRB6, IPE and SJQ6).
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In the present study variation in aggressivity of distinct isolates was also verified.
Fraiburgo isolate FRB6 showed no difference in fruit lesion development for both inoculation
methods (with or without perforations) and feijoa genotypes (BAG-85 and BAG-509).
Particularly, the Ipé isolate (IPE) had great growth difficulty to developd in non-perforated
fruits of genotype 85. Thus, we can hypothesize that this genotype may has a higher degree of
resistance to the pathogen in comparisons with others tested one (Figure 8). In addition, the IPE
isolated was the lesser aggressive compared with the other two isolates tested (Figure 9).

Moreover, this C. theobromicola isolate was extracted from fruit lesions of natural population
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conditions and according to BRASIER (2001) and GIRAUD et al. (2010) pathogens under these
conditions may be less aggressive, since isolates under agricultural conditions are able to do

genetic recombination more frequently, which may lead to variation of the pathogen to a more

aggressive strain.

Figure 9 - Box charts showing the variation in anthracnose lesions size (cm?), in the two
treatments (With or Without perforation) by the three different C. theobromicola isolates
(FRB6, IPE and SJQ6) and for the two feijoa genotypes (BAG-85 and BAG-509).
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Statistically, the diameters of the lesions caused by the expansion of the fungus on the
surface of the fruits showed significant differences, being that the inoculation treatment of the
fungus in fruits with perforation allowed to expand lesions twice as large as the treatment
without perforation. In contrast, it is specifically presented from the assessments on day 8§,
where the treatment remarkably accelerates the colonization of the fungus and consequently the
formation of the germinative tubes, expansion, necrotization and sporulation.

Regarding the evaluation of the origin of the isolates in relation to the diameter of the

lesion the analyzes revealed statistically significant differences among isolates. The isolates
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from the Municipality of Ipé were less aggressive, and lesions were smaller and took more days
to appear in comparison with the other two isolates. These results suggest the existence of some
form of resistance of the feijoa genotypes. The isolates of Fraiburgo and Sao Joaquim had larger
diameters in the lesions caused by the fungus, but this difference is marginal if the comparison
is made with the means of the regression model. Overall, the results also suggest that the nature
of resistance could be quantitative, which it is an information to breeders to adopt specific

procedures to pursued the introduction of resistance genes in cultivated genotypes.

4.5 CONCLUSION

The results obtained with the molecular and morphological analysis confirm that
isolates from antracnose lesions of feijoa fruit, in the states of Santa Catarina and Rio Grande
do Sul, belong to the C. theobromicola species, differently to the C. gloeosporioides which was
previously described as the causative agent. The possible occurrence of C. siamense
(FANTINEL et al., 2017) in feijoa fruit was not confirmed in the present study, problaby
because in the present study it was used a larger number of molecular markers (six) for species
identification comparatively to two used in that previous one.

The Host-Pathogen relationship analysis showed that the isolates are more aggressive
in fruit with holes or oppenings in the skin. In addition, the isolates from the State of Santa
Catarina, which are mostly from commercial orchards, were more pathogenic and aggressive
than those isolated from Rio Grande do Sul, showing that orchard management may favor the
development of the pathogen aggressiveness.

The phytopathogenic fungi characterization advancement obtained in the present
study could help the design and use of orchards management practices, and the genetic breeding
programs, with the purpose to obtain selected varieties withg high resistance to the antrachnose
pathogen. From our results it is also possible to carry out more advanced studies on the lifestyle
of C. theobromicola in feijoa, and consequently the establishment of sustainable better

phytosanitary practices.
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5 CAPITULO 2. Inoculacio cruzada, de espécies de Colletotrichum, em frutiferas de clima

subtropical e temperado

5.1 RESUMO

Os fungos filamentosos do género Colletotrichum e seu teleomorfo Glomerella sao
considerados importantes fitopatdgenos, amplamente disseminados, principalmente, em
regiodes tropicais e subtropicais. Espécies de Colletotrichum podem causar doengas em diversos
hospedeiros e a sua capacidade de infeccdo esta ligada a diversas caracteristicas, tais como,
espécies do patdgeno, hospedeiro, condigdes ambientais e praticas de manejo. O potencial de
infeccdo cruzada desses patdgenos, com uma ampla gama de hospedeiros, apresentam grandes
implicagdes para o controle da doenca e gerenciamento de riscos para biosseguranca. Nesse
contexto, este trabalho tem como objetivo realizar bioensaios de inoculagdes cruzadas, com o
intuito de verificar a especificidade dos isolados de C. theobromicola de feijoa. Sendo assim,
foram utilizadas quatro espécies frutiferas (feijoa, macieira das variedades Fuji e Gala,
goiabeira comum e morangueiro) e seus respectivos isolados causadores de antracnose (C.
theobromicola, C. nymphaeae, C. fruticola e C. spp). Os isolados foram inoculados nos seus
hospedeiros, de onde foram retirados e também nas outras trés espécies testadas. Utilizaram-se
dois métodos de inoculagdo para verificar a patogenicidade dos isolados e também sua
agressividade. Todos os isolados testados foram capazes de formar lesdes caracteristicas de
antracnose, tanto nos seus hospedeiros principais como nos secundarios. A velocidade de
aparecimento e crescimento das lesdes variou de acordo com o método de inoculagdo, espécie
frutifera e isolados testados. Os resultados indicaram que o nimero de hospedeiros de C.
theobromicola de feijoa pode ser muito maior do que o apresentado nessa pesquisa. Desta
forma, este patogeno pode provocar, em algum momento, perdas de produtividade para mais
de uma espécie vegetal.

Palavras chave: Especificidade. Antracnose. Biosseguranga. Produtividade.

5.2 ABSTRACT

Colletotrichum filamentous fungi and its teleomorph Glomerella are considered
important phytopathogens, widespread mainly in tropical and subtropical regions.
Colletotrichum species can cause disease in several hosts and their pathogen infection capacity
is linked to diverse characteristics such as pathogen species, host, environmental conditions and
management practices, among others. The potential for cross-infection of these pathogens with
a wide range of hosts has implications for disease control and risk management for biosafety.
In this context, this work aims to carry out cross - inoculation bioassays in order to verify the
C. theobromicola specificity of isolates from feijoa. Thus, four fruit species (feijoa, Fuji and
Gala apple varieties, common guava and strawberry) and their respective anthracnose isolates
(C. theobromicola, C. nymphaeae, C. fruticola and Colletotrichum spp) were used. The isolates
were inoculated in their hosts, from where they were isolated, and also in the other three species
tested. Two inoculation methods were used to verify the isolates pathogenicity and also their
aggressiveness. All isolates tested were able to form anthracnose characteristic lesions in both
their primary and secondary hosts. The speed of onset and growth of lesions varied according
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to inoculation method, fruit species and isolates tested. Our resuts revealed that the host range
of C. theobromicola feijoa may be much larger than that presented in this research. Therefore,
this pathogen can provoke, at some point, productivity losses for more than one species.

Keywords: Specificity. Anthracnose. Biosecurity. Productivity.

5.3 INTRODUCAO

O género Colletotrichum engloba cerca de 190 espécies descritas. Estas podem ser
saprofitas, endofiticas ou fitopatogénicas, sendo as ultimas causadoras de doengas
economicamente importantes, conhecidas como antracnose. As espécies de Colletotrichum
apresentam complexos ciclos de vida, podendo ter fases biotroficas, necrotroficas e
principalmente hemibiotréficas (MENEZES, 2006). A dindmica do estilo de vida desse
patdgeno, faz com que um simples isolado possa ter uma vasta gama de hospedeiros e um
hospedeiro possa ser atacado por diversas espécies de Colletotrichum.

Os ciclos de vida de muitas espécies desse género, estd ligado ao seu potencial de
infeccdo e nimero de hospedeiros em que podem se instalar, sendo assim a modificagao de
ecossistemas naturais para agricolas, pode acarretar, também, na mudanca do seu estilo de vida
de fungos fitopatogénicos. Essas modificacdes criam grandes dificuldades na administragdo das
doencas que ocorrem em lavouras e pomares (PHOULIVONG et al., 2012). E essas variagdes
nos padrdes de estilo de vida, desses fungos, precisam ser incorporadas aos processos de
desenvolvimento de politicas de biosseguranga (NEWTON et al., 2010; STRANGE; SCOTT,
2005).

Fungos fitopatogénicos, como os do género Colletotrichum, estdo amplamente
difundidos a nivel vegetal e geografico. Assim, para a sustentabilidade da produgdo agricola ¢
muito importante gerenciar a forma como se da a interacdo entre patdogenos, hospedeiros e
outros componentes. Em ecossistemas naturais € possivel verificar que a ocorréncia de fungos
fitopatogénicos ndo ¢ dominante. J4 em ecossistemas agricolas, a capacidade de ocorréncia e
dispersdo dos microrganismos ¢ muito mais facil, devido a condi¢des favoraveis para a
ocorréncia de doengas (CROUS et al., 2016; McTAGGART et al., 2016; ZEILINGER et al.,
2016).

A gama de espécies vegetais, para um patdgeno, pode também ser maior devido a
ocorréncia de lesdes assintomaticas, interagdes endofiticas, latentes e quiescentes. Nesses
casos, as lesdes ndo sdo vistas, mas podem servir como fonte de indculo para a infeccdo de

outras plantas (JAMES et al., 2014). A ocorréncia de isolados de Colletotrichum, em sua fase
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necrotrofica, podem também aumentar a ocorréncia de doencgas, devido a sua permanéncia em
restos culturais. (FREEMAN et al., 2001; PERES et al., 2005; PHOULIVONG et al., 2012;
UDAYANGA et al., 2013; YANG et al., 2009).

Nesse contexto ¢ possivel verificar que o conhecimento dos hospedeiros de um fungo
fitopatogénico torna-se muito importante para a seguranca alimentar, biodiversidade e
biovigilancia. Considerando que os patogenos sao capazes de sofrer mutagdes e recombinagao
genética novos gendtipos com maior patogenicidade surgem constantemente (BRASIER, 2011;
FISHER et al., 2012; GIRAUD et al., 2010; WINGFIELD et al., 2001) dificultando o
gerenciamento de risco e danos a produ¢do de alimentos.

Assim, o presente trabalho se propoe a realizar infecgdes cruzadas para verificar a gama
de hospedeiros de isolados de C. theobromicola de feijoa. A capacidade de colonizacdo e
producao de sintomas caracteristicos de antracnose, de C. theobromicola, sera testada em trés
espécies frutiferas que estejam em fase de produgdo no mesmo periodo do ano. Da mesma
forma, isolados retirados de frutos de macieira, goiabeira comum e morangueiro, Serao
inoculados em frutos de feijoa e assim verificar se as espécies de Colletotrichum testadas sao
capazes de reproduzir sintomas em seu hospedeiro anfitrido e também nas outras espécies
frutiferas. Com o estabelecimento das infec¢des cruzadas poderdo ser feitas inferéncias sobre
algumas caracteristicas dos patogenos, como a capacidade do mesmo infectar mais de uma

espécie.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Obtencio e estabelecimento dos isolados de C. theobromicola de feijoa

Frutos maduros de feijoa, contendo lesdes de antracnose foram coletados de plantas
adultas nos estados de Santa Catarina € Rio Grande do Sul, totalizando 40 isolados de 17
localidades Figura 10 e Tabela 2.

Em cémara de fluxo laminar, foram separados 5 frutos maduros (frutos colhidos
facilmente) e com lesdo de antracnose (Figura 11a) de cada um dos locais de coleta. Os frutos
passaram por uma fase de assepsia, que consistiu na imersao dos mesmos por 5 min em
hipoclorito 0,5 %, posteriormente lavados com agua destilada por duas vezes e secos com papel

toalha.
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Figura 10 - Locais de coleta dos frutos de feijoa, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa

Catarina.
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O inoculo, de area retangular, foi retirado da regido de les@o entre a casca e a polpa, com

o auxilio de bisturi e pinca autoclavada a 121°C e 1 atm por 30 min. Este foi imediatamente

colocado em placa de petri contendo 10 mL de meio BDA (Batata Dextrose Agar - Kasvi K25-

610102), o meio contido nas placas foi previamente autoclavado durante 15 min, apos atingir a

temperatura de 121°C, sob 1,0 atm de pressao.

A 4rea do material seccionado, mais proxima a casca, foi colocada em contado com o

meio de cultura. As placas foram mantidas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h. Apds

7 dias de crescimento, regides livres de contaminagdo foram repicadas para novas placas de

Petri contendo 10 mL de meio BDA.
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Tabela 2 - Identificacdo dos isolados, estado de procedéncia e em qual forma de produgdo o
fruto coletado se encontrava.

N° Codigo Localizacao Ecossistema
1 FRBI1 Fraiburgo/SC Pomar

2 FRB2 Fraiburgo/SC Pomar

3 FRB3 Fraiburgo/SC Pomar

4 FRB4 Fraiburgo/SC Pomar

5 FRBS5 Fraiburgo/SC Pomar

6 FRB6 Fraiburgo/SC Pomar

7 LGS1 Lages/SC Pomar

8 LGS2 Lages/SC Pomar

9 LGS3 Lages/SC Pomar

10 LGS4 Lages/SC Pomar

11 LGS5 Lages/SC Pomar

12 LAM Lages/SC Populagao Natural
13 SJQ1 Séo Joaquim/SC Pomar

14 SJQ2 Sao Joaquim/SC Pomar

15 SJQ3 Séo Joaquim/SC Pomar

16 SJQ4 Sao Joaquim/SC Pomar

17 SJQ5 Séo Joaquim/SC Pomar

18 SJQ6 Sao Joaquim/SC Pomar

19 CUT1 Curitibanos/SC Pomar
20 CUT2 Curitibanos/SC Pomar
21 URUI Urubici/SC Populagdo Natural
22 URU2 Urubici/SC Populagdo Natural
23 UPM Urupema/SC Populagdo Natural
24 PSM1 Passos Maia/SC Populagdo Natural
25 PSM2 Passos Maia/SC Populagdo Natural
26 PSM3 Passos Maia/SC Populagdo Natural
27 PSM4 Passos Maia/SC Populagdo Natural
28 CMB Cambara do Sul/SC Populagdo Natural
29 SMC S&do Marcos/SC Populagdo Natural
30 MFR Mafra/SC Populagdo Natural
31 ITU Ttuporanga/SC Pomar
32 SJC Séo José do Cerrito/SC Populagdo Natural
33 ALZ Abelardo Luz/SC Populagdo Natural
34 SND Ipé/RS Pomar
35 IPE1 Ipe/RS Populagdo Natural
36 IPE2 Ipe/RS Populagdo Natural
37 VSG Ipé/RS Pomar
38 PNL Painel/RS Populagdo Natural
39 RQM Rancho Queimado/SC Populagdo Natural
40 VCR Vacaria/RS Pomar
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Figura 11 - Frutos de feijoa com ataque natural de antracnose. A) Lesdo de antracnose em feijoa
apresentado tamanho e esporulagdo para fins de caracterizagdo. B) Sec¢do do fruto cortado no
meio da lesdo para facilitar o isolamento.

5.4.2 Isolamento monosporico

Uma pequena regido da borda de cada uma das 40 coldnias foi colocada em microtubos,
juntamente com 1,0 mL de agua estéril e estes foram agitados em agitador vortex por 20 s. Com
o auxilio de uma micropipeta 1 mL de solucdo foi retirada e pipetada em camara de Neubauer
para estimar a concentracao de conidios. Posteriormente, as solug¢des, quando necessario, foram
diluidas para a concentracio de 1 x 10° conidios/ml (ALFENAS et al., 2007). Realizada a
diluicao foram pipetados 10 pl das solugdes em 4 placas de petri contendo meio de cultura
Agar-agua (AA), sendo o volume espalhado pela placa com o auxilio de uma alga de Drigalsky,
previamente esterilizada. As placas de Petri foram entdo vedadas e colocadas em incubadora
(B.O.D) por 24 h a uma temperatura de 25°C e 12 h de fotoperiodo.

Encerrado o periodo de incubagdo, as placas de petri foram abertas em camara de fluxo
e os conidios presentes foram visualizados com microscopio 6tico e “pescados” com o auxilio
de uma agulha de 12,7 x 0,3 mm. Os conidios retirados um a um foram transferidos para placas
de petri contendo meio de cultura BDA. Estas foram novamente incubadas, nas mesmas

condi¢des anteriores, para o crescimento das colonias monospdricas. Para a realizagcdo de
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isolamento monosporico, seguiu-se a metodologia descrita por DHINGRA and SINCLAIR
(1994).

5.4.3 Obtencao dos frutos para ensaios de inoculacgio

Os testes de infecgao foram realizados em frutos sadios de feijoa (Acca sellowiana), das
variedades Fuji e Gala de macieira (Malus domestica), de goiabeira comum (Psidium guajava)
e de morangueiro (Fragraria ananassa). Os frutos, sadios, de feijoa foram coletados do pomar
comercial na propriedade do senhor Shu Otani, na cidade de Sdo Joaquim/SC. Os frutos de
macieira das variedades Fuji e Gala, foram adquiridos da empresa Sanjo Cooperativa Agricola,
na cidade de Sao Joaquim, SC. Os frutos de goiabeira comum e de moranguinho foram
adquiridos na Central de Abastecimento - CEASA da cidade de Sao José, SC. Todos os frutos
passaram por um processo de assepsia, que consistiu na imersdo dos mesmos por 5 min em
hipoclorito 0,5%, lavagem com dgua destilada por duas vezes, secos com papel toalha e

agrupados.

5.4.4 Isolados de Colletotrichum de feijoa e das outras espécies frutiferas, utilizados nas

inoculagdes cruzadas

Nas inoculagdes cruzadas foram utilizados os seguintes isolados de C. theobromicola
de feijoa (Capitulo 1): VCR, proveniente da cidade de Vacaria, RS, SJC da cidade de Sao José
do Cerrito, SC, e LGS 2, da cidade de Lages, SC. De goiabeira comum (Psidium guajava)
colonias de C. nymphaeae (BRAGANCA et al., 2013), da cidade de Candido Rodrigues, SP,
foram cedidas pelo professor Nelson Massola Junior ESALQ/USP, isolado que foi
caracterizado e identificado como Col 9 (CPC 20893- NCBI). Os isolados de macieira MANE
137 e MANE 147, da espécie C. nymphaeae ¢ C. fructicola, respectivamente (VELHO et al.,
2015), coletados em Sao Joaquim, foram cedidos pelo professor Marciel Stadnick, UFSC. O
isolado de moranguinho coletado em Rancho queimado e cedido pela Dra. Caroline Luiz
Pimenta. Todas as coldnias de Colletotrichum cedidas foram retiradas de culturas monosporicas
e apos recebidos foram crescidos em meio de cultura BDA por 7 dias, sob condi¢des controladas

de temperatura e fotoperiodo, para entdo serem utilizadas.
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5.4.5 Inoculagdes

5.4.5.1 Isolados de feijoa e delineamento experimental

Foram realizadas inoculacdes dos isolados de feijoa (VCR, LGS2 e SJQ2) em frutos de
cada uma das espécies estudadas: goiabeira comum, macieira (variedades Fuji e Gala),
morangueiro ¢ a propria feijoa, totalizando cinco ensaios. Utilizaram-se 60 frutos de cada
espécie ou variedade para cada isolado testado. Nos ensaios, foram testados tratamentos (com
e sem perfuragdes) em cinco parcelas de 5 frutos. Além disso, para cada ensaio foram
estabelecidas duas parcelas de cinco frutos cada, como testemunha, os quais foram inoculados
com agua estéril. Assim, o delineamento de tratamentos foi um fatorial com os fatores isolados
e métodos de inoculagdo, e no caso da macieira, um terceiro fator, as variedades. As parcelas

foram arranjadas de forma completamente casualizada.

5.4.5.2 Ensaios de infec¢do cruzada

Para a realiza¢do da infec¢do cruzada os isolados Col 9, MANE 137, MANEI147 ¢
CLP1, foram inoculados simultaneamante em frutos de feijoa e frutos das espécies hospedeiras
das quais os respectivos isolados foram coletados, neste caso goiabeira comum, nas variedades
Fugi e Gala, de macieira, e morangueiro, respectivamente. A inoculacdo, dos isolados, nos seus
hospedeiros foi realizado com o intuito de verificar se 0s mesmos eram mais agressivos em
frutos da propria espécie ou em frutos de feijoa.

Da mesma forma, um isolado de feijoa foi inoculado em frutos de goiabeira comum,
nas variedades Fugi e Gala, de macieira, ¢ de morangueiro, com 0s mesmos tratamentos e

delineamento experimental.

5.4.6 Métodos de Inoculacao

Foram testados dois métodos de inoculagdo: frutos com perfuragdes (método 1 - M1),
as perfuracdes foram feitas agulha de 12 x 0,3 mm, sendo esta cortada para 5 mm de
comprimento com o intuito da perfuracdo nao ser muito profunda; frutos sem perfuracdes
(método 2 - M2). O controle foi realizado com agua estéril nas mesmas condicdes e presenca
ou auséncia de perfuragdes (H20). Para a preparag¢ao da suspensdo de esporos, de cada isolado,

foram vertidos 10 mL de agua estéril sobre cada colonia, sendo esta posteriormente raspada e
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homogeneizada com o auxilio de al¢ca de Drigalsky autoclavada. A concentra¢do de conidios
de cada isolado foi estabelecida em camara de Neubauer, alcanc¢ando-se no final uma
concentragdo de 1 x 10° conidios/mL! para a realizagdo das inoculacdes (ALFENAS et al.,
2007).

Em dois pontos opostos dos frutos, pipetaram-se 20 pl da suspensdo de conidios. Os
frutos foram acondicionados em bandejas plasticas, com tampa e algodao molhado para a
realizagdo de camara imida. As bandejas permaneceram em um ambiente com temperatura
controlada (25°C) e fotoperiodo (12 h), sendo os frutos observados diariamente durante 25 dias
apos a inoculagdo, ou até pelo menos um fruto ser totalmente tomado pela doenga.

Com o surgimento das primeiras lesdes, estas comecaram a ser medidas em duas
dire¢des perpendiculares. Foram obtidas cinco medidas em intervalos de dois dias € com o
auxilio de uma régua centimetrada. Juntamente com a obten¢do das medidas das lesdes
realizou-se a observac¢do do indice de ocorréncia de lesdes em frutos com perfuragdo e nos
frutos ndo perfurados, bem como a velocidade de desenvolvimento das lesdes e nivel de
esporulagao.

Para o conhecimento de diferentes niveis de agressividade dos isolados utilizados, a
média dos didmetros obtidos por lesdo foi comparado com os obtidos nas diferentes espécies
frutiferas ou variedades (no caso dos frutos de macieira), nas diferentes formas de inoculagao
(para frutos de macieira, goiaba comum, morangueiro € a propria feijoa) e também os diferentes
isolados.

Apo6s o término da coleta de dados, cinco frutos de cada uma das variedades de macieira,
de goiabeira comum, morangueiro e de feijoa, que apresentaram lesdo de antracnose foram
selecionados e uma pequena regido foi introduzida em meio de cultura BDA. Esse processo
final foi realizado para fechar os postulados de Koch.

Com a obtencao das médias das lesdes foi possivel calcular a 4rea abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD).

[Yi + Vi1

AACPD = 3[~—

X (tiz1 — t)]

Onde, y; € o didmetro de uma lesdo no tempo t;, em dias, € y;, 1 € o didmetro no tempo

t;+1 (DE CAPDEVILLE et al., 2002).
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Ap6s o célculo da AACPD, para os fatores progresso da doenga com e sem perfuracdes,
as médias encontradas do progresso da doenca dos diferentes isolados nos frutos de diferentes
espécies foram submetidas a Analise de Variancia. Quando o F-teste foi estatisticamente
significativo, as médias foram agrupadas pelo teste de SCOTT and KNOTT (1974) com o
auxilio do software ASSISTAT (SILVA, 2009). Os graficos para a representacdo das AACPD

foram realizados no programa R (R Development Core Team, 2017).

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Resposta da infeccio de isolados de Colletotrichum theobromicola de feijoa em

frutos de outras espécies

5.5.1.1 Goiabeira comum:

Em goiabeira comum (Psidium guajava), houve diferenga significativa entre os frutos
inoculados com os isolados de feijoa VCR, LGS2 e SJC, e também entre os dois métodos de
inoculacdo (com e sem perfuragdo dos frutos). Verificou-se que nos frutos em que foram feitas
perfuragdes o desenvolvimento da doencga se deu de forma mais agressiva. Os frutos nao
perfurados demoraram o dobro do tempo (8 dias) para comegarem a apresentar lesdes de
antracnose, quando isso ocorreu, uma vez que em 60% dos frutos nao se verificou formagao de
lesdes. Os frutos inoculados com agua estéril (controle) ndo apresentaram crescimento da
doenga.

Os frutos perfurados, inoculados com o isolado VCR, apresentaram o desenvolvimento
mais agressivo da doenga quando comparado aos frutos perfurados e inoculados com os
isolados SJC e LGS 2 (Figura 12). Os isolados SJC e LGS2 nao diferiram estatisticamente entre
si, porém ambos foram mais agressivos em frutos perfurados. Estes resultados demonstram que
a presenca de lesdes mecanicas ou causadas por insetos, por exemplo, podem estar ligadas a
agressividade de C. theobromicola em frutos. E importante mencionar que o F-teste da Anova
foi estatisticamente significativo tanto para isolados quanto para métodos de inoculagdo.
Entretanto, o quadrado médio do segundo fator foi 36 vezes superior ao do primeiro fator. Isto
significa dizer, que em havendo lesdes nos frutos de outras espécies, o inoculo de feijoa pode

se desenvolver normalmente.
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Figura 12 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), ilustrando a interagdo entre
os fatores métodos de inoculagdo (presenga ou auséncia de perfuracdes) e diferentes isolados
de feijoa. Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas ndo diferem para o fator métodos
de inoculacao para o mesmo isolado.
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Meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas ndo diferem para a resposta dos trés isolados
a presenga ou auséncia de perfuragdes, em frutos de goiabeira comum (Psidium guajava).

5.5.1.2 Macieira:

A Anadlise da Variancia revelou que houve significancia estatistica para todos os
fatores e interacdes na inoculagdao de C. theobromicola, em frutos de macieira. Os isolados
VCR e LGS2 foram mais agressivos em frutos perfurados da variedade gala. O isolados SJC
foi mais agressivo em frutos perfurados da variedade Fuji (Figura 13) (Figura 15). Nos frutos
ndo perfurados, todos os isolados foram mais agressivos quando inoculados também na
variedade Fuji (Figura 13) (Figura 14).

Em frutos de macieira, sem perfuragdes, os trés isolados apresentaram,
estatisticamente, o mesmo grau de agressividade. J4 em frutos perfurados das duas variedades,
o desenvolvimento dos trés isolados se mostrou estatisticamente diferente. Nenhuma
variedade de macieira apresentou resisténcia a C. theobromicola proveniente de isolados de

feijoa (Figura 15).
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Figura 13 - Frutos das variedades Fuji (A) e Gala (B) inoculados com o isolado SJC de feijoa,
na presenga de perfuragdes, 14 dias apos a inoculagao.

Figura 14 - Frutos de macieira inoculados com o isolado SJC, sem a existéncia de perfuragdes
(A e B) e inoculados com o mesmo isolado na presenga de perfuragdes (C e D), 14 dias apos a
incubacao.

C
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Figura 15 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) de frutos de macieira
inoculados com isolados de feijoa, ilustrando a interacao entre os fatores variedades Fuji e Gala,
presenga ou auséncia de lesdo e isolados de Colletotrichum.
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M¢édias seguidas pelas mesmas letras mintisculas ndo diferem para o fator variedades de
macieira para a mesma condi¢do de inoculacdo. Médias seguidas pelas mesmas letras
maiutscula ndo diferem para a resposta de cada variedade de macieira (Malus domestica)
aos trés isolados e aos métodos de inoculacdo. (*) - Com a presenca de perfuragdo nos
frutos; (**) - Sem a presenca de perfuracdo nos frutos.

A significancia da interagado triplice, decorre do fato de que na auséncia de perfuragdes,
a variedade Fuji foi mais atacada do que a Gala. No entanto, na presenga de perfuracdes a
variedade Fuji foi menos atacada por dois (VCR e LGS) do trés isolados, enquanto a variedade
Gala apresentou lesdes maiores em frutos perfurados e inoculados com o isolado SJC (Figura
15). Além disso, a variedade Gala sempre apresentou desenvolvimento mais lento da doenga
em frutos ndo perfurados, do que em frutos perfurados. Estas diferencas, no progresso da

doenca na variedade Gala, ndo foram na mesma proporg¢ao para a variedade Fuji.

5.5.1.3 Morangueiro:

Os isolados de C. theobromicola de feijoa (VCR, SJC e LGS 2) foram patogénicos

quando inoculados em frutos de morangueiro (Fragaria ananassa), porém muito mais

agressivos que em frutos de goiabeira comum e macieira. No entanto, ndo houve diferenca
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significativa no que diz respeito a agressividade dos trés isolados inoculados em frutos de
morangueiro, nem em relacdo a presenca ou auséncia de perfuracdes e nem mesmo para a
interagao entre os dois fatores.

De forma geral, foi possivel verificar que em frutos de macieira e goiabeira comum com
perfuragdes, os isolados de C. theobromicola de feijoa se mostraram mais agressivos. Nos frutos
de morangueiro, porém, os isolados foram igualmente agressivos em ambas as formas de

inoculagao.

5.5.2 Resposta da inoculacio de isolados de Colletotrichum em frutos das suas espécies

hospedeiras e em frutos de feijoa

5.5.2.1 Goiabeira comum:

Frutos de goiabeira comum e de feijoa foram suscetiveis ao isolado C. fructicola
(Coll38) proveniente de goiabeira comum (Psidium guajava). Nos frutos de goiabeira comum
nao houve diferenca estatistica para o fator método de inoculagdo (Figura 16), j4 que o fungo
ocupou a mesma area no mesmo espaco de tempo, tanto nos frutos perfurados quanto nao
perfurados. Nos frutos de feijoa, entretanto, o isolado Coll 38 se desenvolveu mais rapidamente
nos frutos com perfuracdo quando comparado com os frutos sem perfuragao (Figura 16).

Embora o isolado tenha tido sucesso na infeccao e colonizagdo de ambas as espécies
frutiferas verificou-se que nos frutos perfurados a agressividade do isolado foi maior em frutos
de feijoa. Ja nos frutos ndo perfurados o desenvolvimento do patdogeno foi mais severo nos
frutos da goiabeira comum (Figura 16). Este comportamento levou a significancia estatistica da
interacao entre métodos de inoculacao e espécies.

Comparativamente, o isolado de Coll28 foi mais eficiente em infectar os frutos de
feijoa do que os isolados de feijoa em infectar frutos de goiabeira comum. Isto decorre do fato
que, isolados de feijoa produziram lesdes menores em frutos perfurados de goiabeira comum e
produziram também lesdes menores ou ndo produziram lesdes em frutos nao perfurados dessa
mesma espécie. Enquanto o isolado Coll28 apresentou crescimento e maior agressividade em
frutos de feijoa perfurados ou ndo perfurados, no mesmo intervalo de tempo, sendo apenas mais
agressivo nos frutos com perfuragdes.

O isolado Coll28 também apresentou crescimento e alta agressividade na inoculacao
de frutos da propria espécie de onde foi isolado (goiabeira comum), para frutos perfurados e

ndo perfurados.
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Figura 16 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), ilustrando a interagdo entre
os fatores métodos de inoculacdo (presenca ou auséncia de perfuragdes) e diferentes espécies
frutiferas (Acca sellowiana e Psidium guajava).
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Meédias seguidas pelas mesmas letras maiuscula ndo diferem para o fator presenca ou auséncia
de perfuragdes, para a mesma espécie frutifera, e médias seguidas pelas mesmas letras
minusculas ndo diferem para a resposta entre as duas espécies frutiferas quanto ao método de
inoculagao.

5.5.2.2Macieira:

O isolado de C. nymphaeae (MANE 137) apresentou crescimento e caracteristicas de
antracnose nos frutos de macieira (cv. Fuji e Gala), do qual foi isolado, e de feijoa. De maneira
geral o isolado demonstrou ser mais agressivo em frutos de macieira do que de feijoa. Com o
calculo da AACPD nao ¢ possivel visualizar diferenga na agressividade do isolado MANE 137,
quando inoculado em frutos de macieira da variedade Gala e nas duas formas de inoculagdo. O
mesmo ocorrendo para os frutos de feijoa (Figura 17). Este mesmo isolado, entretanto, quando
inoculado em frutos de macieira da variedade Fuji apresentou maior AACPD em frutos
perfurados quando comparados com frutos nao perfurados (Figura 17).

Frutos perfurados, da variedade Gala, foram mais suscetiveis ao ataque do isolado
MANE 137, seguidos pelos frutos de macieira da variedade Fuji. Comparativamente aos frutos

de macieira, os frutos de feijoa apresentaram as menores lesdes no mesmo espago de tempo
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para esse isolado nos frutos perfurados. Nos frutos ndo perfurados, porém, o isolado foi mais
agressivo em frutos da variedade Gala, quando comparados com os da variedade Fuji. Os frutos
de feijoa, para o método de inoculagdao sem perfuragao, foram novamente os menos suscetiveis

(Figura 17).

Figura 17 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), ilustrando a interagio entre
os fatores métodos de inoculagdo (presenca ou auséncia de perfuracdes) e diferentes espécies
frutiferas (Malus domestica, variedades Fuji e Gala, e Acca sellowiana).
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Meédias seguidas pelas mesmas letras maitscula ndo diferem para o fator presenga ou auséncia
de perfuragdes, para a mesma espécie frutifera, e médias seguidas pelas mesmas letras
minuscula ndo diferem para a resposta entre as duas espécies frutiferas quanto a presenga ou
auséncia de perfuragoes.

O isolado de Colletotrichum fructicola (MANE 147) de macieira, também apresentou
crescimento em frutos de macieira (cv. Fuji e Gala) e em frutos de feijoa. Para as duas espécies
¢ possivel verificar que o desenvolvimento do patdgeno foi maior em frutos perfurados. Entre
as duas espécies, o isolado se mostrou mais agressivo nos frutos, com perfuragdes, da variedade
Fuji. Os frutos de macieira da variedade Gala e de feijoa ndo apresentaram diferengas entre si,
mas foram diferentes e de menor AACPD quando comparado com os frutos de macieira da
variedade Fuji (Figura 18).

Nos frutos ndo perfurados, os de macieira da variedade Fuji e os frutos de feijoa nao

apresentaram diferenca entre si, mas foram diferentes dos frutos da variedade Gala, sendo que

nessa o isolado se mostrou menos agressivo.
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Figura 18 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), ilustrando a interagdo entre
os fatores métodos de inoculacdo (presenca ou auséncia de perfuracdes) e diferentes
espécies/variedades frutiferas (Malus domestica, variedades, Fuji e Gala e Acca sellowiana).
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Meédias seguidas pelas mesmas letras maiuscula ndo diferem para o fator presenca ou auséncia
de perfuragdes, para a mesma espécie frutifera, e médias seguidas pelas mesmas letras
minuscula ndo diferem para a resposta entre as espécies/variedades frutiferas quanto a presenga
ou auséncia de perfuragdes.

5.5.2.3 Morangueiro:

Os frutos de morangueiro e de feijoa inoculados com o isolado CLP1 de morangueiro
ndo apresentaram maior ou menor AACPD em frutos perfurados quando comparados com os
nao perfurados. Desta forma, ndo houve diferencas estatisticas entre os métodos de inoculagao.
A interacdo entre frutos de diferentes espécies e presenca ou auséncia de perfuragdo também
ndo foi significativa.

A realizagdo das medidas de diametro das lesdes nos frutos de morangueiro foi muito
dificultada pela alta agressividade do isolado nessa espécie. Em apenas quatro dias apos
inoculagdo os frutos ja estavam totalmente tomados e deteriorados, ndo permitindo mais a
tomada de medida das lesdes.

Comparando-se a resposta das duas espécies frutiferas ao isolado e as formas de

inoculacdo € possivel afirmar que o isolado CLP1 foi muito mais agressivo em frutos de
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morangueiro do que em frutos de feijoa, tanto em frutos perfurados como em frutos nao
perfurados.

O isolado MANE 137 quando inoculado em feijoa e o isolado CLP1 quando inoculado no
proprio hospedeiro (frutos de morangueiro), foram os isolados que comegaram a mostrar lesoes
mais rapidamente (4 dias). Todos os isolados em frutos com perfuragdo iniciaram a formacgao
de les@o mais rapidamente que os frutos ndo perfurados, exceto a inoculagao em frutos de
morangueiro que teve a mesma velocidade de inicio de lesdo para os dois métodos de
inoculagao.

Segundo Souza (2011) a patogenicidade de um fungo esta ligada a sua capacidade de se
fixar na superficie da estrutura a ser infectada e de formar apressorios, como no caso no género
Colletotrichum, bem como de colonizar os tecidos e se reproduzir. Sendo assim, um isolado
pode ter mais sucesso na infec¢do de frutos de uma espécie que em outra, uma vez que 0s
isolados podem apresentar diferentes formas de pré penetragdo, penetragdo e colonizagao.

Os frutos de goiabeira comum e macieira, utilizados nas inoculagdes, ja estavam
maduros e segundo Pereira (2005) frutos nesse estagio apresentam maior cerosidade, o que
pode dificultar o processo de pré-penetracdo e penetracdo do patdégeno. Nos frutos com
perfuragdo, entretanto, essa barreira estd rompida, o que acaba facilitando a infec¢do. Esta
barreira promovida pela cerosidade na casca do fruto poderia ser uma das explicagdes para o
baixo acometimento da doenca em frutos de macieira e goiabeira comum sem perfuragao.

Além disso, a estrutura da cuticula das duas variedades de macieira, aqui utilizadas, sdo
diferentes. Segundo Montero (2010) macas da variedade Gala apresentam cuticula mais
uniforme e com menos rachaduras naturais que os frutos da variedade Fuji, podendo essa ser
uma hipodtese para o fato da variedade Gala ter tido menor acometimento da doenga em frutos
ndo perfurados, comparativamente aos perfurados, e a variedade Fuji ter tido um alto
acometimento nas duas formas de inoculagao.

GUINDARELLI (2011) mostrou que frutos maduros de morango sdo altamente
suscetiveis a Colletotrichum acutatum, sendo os frutos totalmente tomados apos sete dias de
inoculagdo. No presente estudo, no entanto, os frutos de morangueiro inoculados com os
isolados provenientes de feijoa foram totalmente tomados em quatro dias apds a inoculagao.
Frutos verdes de morangueiro apresentam maiores componentes antifingicos e de defesa a
penetracao do patdgeno. Frutos verdes, porém, ndo apresentam as mesmas barreiras e acabam

por ser também facilmente atacados e tomados pelas lesdes do patogeno (GUINDARELLI,
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2011). Os frutos utilizados no presente estudo ja estavam maduros e foram altamente
suscetiveis.

As reacdes dos diferentes estagios de maturagdo do fruto na infeccao por Colletotrichum
foi também estudada por SANDERS (2002). Neste caso o autor verificou que isolados C.
gloeosporioides quando retirados de frutos maduros de abacate e manga, produziram lesdes
significativamente maiores do que os isolados a partir de frutos em outros estagios de maturagao
(SANDERS, 2002). No presente trabalho os frutos de onde os isolados foram retirados
apresentavam estagios similares de maturacao, uma vez que os frutos foram coletados no ponto
de colheita. Contudo, este aspecto deve ser levado em consideragdo em futuros estudos, no que
diz respeito a patogenicidade e agressividade dos isolados.

Com relacdo a infec¢@o cruzada e a inoculagcdo dos patdgenos em seus hospedeiros,
percebe-se que o isolado de Psidium guajava testado foi muito mais eficiente em infectar os
frutos de feijoa e os frutos do proprio hospedeiro do que o inverso. Isto decorre do fato que,
isolados de feijoa produziram lesdes menores em frutos perfurados ou ndo produziram lesdes
em frutos nao perfurados de Psidium guajava, enquanto o isolado Col 9 de Psidium guajava
apresentou crescimento e alta patogenicidade em todos os frutos testados, perfurados ou nao,
no mesmo intervalo de tempo, sendo apenas mais patogénico nos frutos com perfuragdes.

Os resultados, para as trés espécies frutiferas que nao a feijoa, também revelaram que
os isolados que se mostraram mais agressivos nos frutos perfurados foram os menos agressivos
nos frutos ndo perfurados. No entanto, ndo € possivel inferir, com precisdo, sobre as
propriedades dos isolados e também dos frutos ligados a esses resultados. Isolados de
Colletotrichum de feijoa podem possuir uma estratégia de penetracao que ndo apresenta sucesso
na auséncia de lesdes, hipdtese essa que pode ser comprovada ou refutada com base em andlises
microscopicas e histopatologicas. A realizacdo dessas andlises, sdo propostas relevantes para
estudos futuros na interagcdo Colletotrichum x feijoa.

Apos a realizagdo desses bioensaios € com relacdo a especificidade patogénica e
agressividade dos isolados de Colletotrichum de feijoa, pode-se afirmar que os mesmos nao sao
especificos da espécie; assim, os mesmos ndo sdo formae specialis. A probabilidade do fungo
i1solado de frutos de feijoa ser capaz de infectar uma gama ainda maior de espécies frutifera ¢
bastante grande, o que o caracterizaria como patogeno de ampla gama de hospedeiros.
Entretanto, a amplitude desta elevada ndo especificidade ainda depende de estudos

complementares com outras espécies.
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A ampla gama de hospedeiros de um patdgeno o caracteriza como um problema de
sanidade de plantas ainda maior, uma vez que isso acarreta em necessidade de manejo e
programa de controle de doengas. De acordo com Muniz et al. (1998) a grande variabilidade do
género Colletotrichum, sugere a existéncia de grupos especializados. Assim, espécies desse
género estariam associadas a um Unico hospedeiro. Em testes de inoculagdo, contudo, percebeu-
se que a capacidade de infec¢do de isolados de Colletotrichum ¢ mais abrangente do que a
literatura indica.

Segundo LAKSHMI (2011), quando espécies patogé€nicas possuem uma vasta gama
de hospedeiros que podem ser cultivados em areas proximas, isto acaba por dificultar o emprego
de algum sistema de controle ou manejo. Em seu trabalho LAKSHMI (2011) realizou
inoculagdes cruzadas com isolados de Colletotrichum gloeosporioides em frutiferas como
manga (Mangifera indica L.), limdo comum (Citrus aurantifolia) e fruta do conde (Annona
squamosa), entre outras. Este autor, assim como no presente trabalho, verificou a capacidade
de C. gloeosporioides em infectar uma vasta gama de hospedeiros.

FREEMAN et al. (1998), também cita os problemas na producao de diferentes espécies
frutiferas, suscetiveis a antracnose, proximas umas das outras. Este descreve que a ocorréncia
de pequenas zonas climaticas adequadas para o cultivo de alguns grupos de frutiferas, que
acabaram sendo hospedeiras dos patdogenos umas das outras, faz com que as mesmas sirvam de
ino6culo e, assim, o patdgeno sempre consiga se manter na area de producao. O mesmo ocorre
com as espécies avaliadas no presente trabalho, uma vez que estas sdo produzidas,
preferencialmente, em regides que apresentam condi¢des climaticas semelhantes.

Segundo ALAHAKOON et al. (1992) o agente patogénico de uma espécie ao infectar
outra, pode adaptar-se a nova espécie hospedeira e acabar, em um curto espaco de tempo, sendo
capaz de causar no novo hospedeiro, 0 mesmo nivel de dano que causava em sua espécie
frutifera de origem. Outra adapta¢do que patdgenos podem sofrer em um novo hospedeiro, ¢
que se este for menos suscetivel a doenca que a espécie de origem, o patdogeno pode entdo
tornar-se mais virulento por desenvolver mecanismos que superem as defesas do hospedeiro
(ALAHAKOON et al., 1994).

Além de possuir uma vasta gama de frutiferas como hospedeiras, FREEMAN (2001)
relata que isolados de Colletotrichum que atacam frutos de morangueiro, por exemplo, podem
ter origem a partir de plantas daninhas. Em seu trabalho ele relata que C. fragariae foi
encontrado em Cassia obtusifolia L. Isso mostra que € possivel que além dos isolados serem

capaz de se manterem no pomar por serem patdogenos de outras espécies frutiferas cultivadas
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proximas, estes podem também se manter em plantas invasoras, ou em outras espécies

cultivadas que nao sejam frutiferas, mas sao hospedeiras.

5.6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos ¢ possivel afirmar que os isolados de C.
theobromicola, provenientes de feijoa sdo capazes de colonizar e produzir sintomas em mais de
uma espécie frutifera. Os isolados podem, inclusive, possuir uma gama muito maior de
hospedeiros, de outros grupos vegetais e sintomatologia. Hospedeiros secundarios podem
dificultar o controle de doengas nos pomares e levar a modificagdes no manejo dos mesmos.
Sendo assim, devido as condigdes de cultivo de feijoa nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, ¢ visivel a necessidade de estudos adicionais relacionados a epidemiologia e

histopatologia dos seus isolados de C. theobromicola.



65

6 CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de espécies fitopatogénicas podem tornar a produgdo em culturas
agricolas muito dificil e, muitas vezes, economicamente inviavel. Frutiferas ainda pouco
conhecidas, como o caso da feijoa, faz com que espécies de microrganismos, causadores de
doencgas ou ndo, também sejam pouco estudados. Levando em conta, porém, os potenciais
produtivo, comercial e organoléptico ¢ que diversas pesquisas com feijoa tém sido

desenvolvidas, tanto no Brasil como em diversas partes do mundo.

A identificacdo da espécie C. theobromicola, como causadora de antracnose em frutos
de feijoa no sul do Brasil, abre um leque de possibilidades para novas pesquisas na area. Estudos
de histopatologia e testes com um maior numero de possiveis hospedeiros, mostram-se bastante
promissor. Uma vez que o conhecimento do ciclo de vida, capacidade de colonizacdo, enzimas
envolvidas nos processos de pré penetragdo, penetragao e coloniza¢do, bem como, o estudo de
genes ligados a estas atividades, mostram-se de grande importancia para o progresso no controle

dessa doenca.

Com o avango na produg¢do e comercializacdo de frutos de feijoa, a capacidade de saber
os estagios infecciosos do patogeno, melhores métodos de manejo, armazenamento,
conservagao e controle, possibilitardo que se produza um fruto de maior qualidade e mais
atrativo ao consumidor. Este trabalho e outros trabalhos com feijoa, deram inicio, entdo, a uma

promissora e competitiva entrada dessa espécie frutifera no mercado nacional.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Supplement 1 - GenBank accessions numbers for the 40 Colletotrichum theobromicola’s isolates from Acca sellowiana

feolate City/State  Country Species Host ITS GAPDH CAL ACT CHS TUB

FRB1 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana ~ MNS557157 ~ MKO052834  MKO052874  MKO052754  MKO052794  MKO052715
FRB2 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557158  MKO052835  MKO052875 MKO052755  MKO052795 MKO052716
FRB3 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana ~ MN557159  MKO052836  MKO052876 MKO052756  MKO052796  MKO052717
FRB4 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana ~ MNS557160  MKO052837  MKO052877  MKO052757  MKO052797 MKO052718
FRB5 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana ~ MNS557161  MKO052838  MKO052878 MKO052758  MKO052798  MKO052719
FRB6 Fraiburgo/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana MN557162  MKO052839  MKO052879 MKO052759  MKO052799 MKO052720
LGS1 Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MN557163  MKO052840  MKO052880 MKO052760  MKO052800 MKO052721
LGS2 Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557164  MK052841  MKO052881 MKO052761 MKO052801 MK052722
LGS3 Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana ~ MN557165  MKO052842  MKO052882 MKO052762  MKO052802 MKO052723
LGS4 Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557166 ~ MKO052843  MK052883 MKO052763  MKO052803 MKO052724
LGS5 Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MNS557167  MKO052844  MKO052884 MKO052764  MKO052804 MKO052725
LAM Lages/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557168  MKO052845  MKO052885 MKO052765  MKO052805 MKO052726
SJQ1 Sao Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana ~ MN557169  MKO052846  MKO052886 MKO052766 ~ MKO052806 MKO052727
SJQ2 Sdo Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557170  MK052847  MKO052887 MKO052767  MKO052807 MKO052728
SJQ3 Séo Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MNS557171 MKO052848  MKO052888 MKO052768  MKO052808 MKO052729
SJQ4 Sao Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MN557172  MKO052849  MKO052889 MKO052769  MKO052809 MKO052730
SJQS Séo Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana ~ MNS557173 ~ MKO052850  MKO052890 MKO052770  MKO052810 MKO052731
SJQ6 Sao Joaquim/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MN557174  MKO052851 MK052891 MKO052771 MKO052811  MKO052732
CUT1 Curitibanos/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana  MN557175  MKO052852  MKO052892 MKO052772  MKO052812  MKO052733
CUT2 Curitibanos/SC Brazil Colletotrichum theobromicola ~ Acca sellowiana  MN557176 ~ MKO052853  MK052893 MKO052773  MKO052813  MKO052734
URU1 Urubici/SC Brazil Colletotrichum theobromicola  Acca sellowiana ~ MN557177  MKO052854  MKO052894 MKO052774  MKO052814  MKO052735
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Supplement 2 - GenBank accessions numbers to isolates of the Colletotrichum gloesporioides complex

Isolate Code
ICMP18608
ICMP18686
ICMP17673
ICMP17919
ICMP18122
ICMP 18691
ICMP 18703
ICMP 12071
ICMP 17972
ICMP 18532
ICMP 18734
ICMP 18548
ICMP 18543
ICMP 18696
ICMP 18603
ICMP 18605
ICMP 18648
ICMP 18706
ICMP 18658
ICMP 18579
ICMP 12568
ICMP 18613
ICMP 17819

Country
Israel
Japan
USA
India

Nigeria
Australia
New Zealand
New Zealand
New Zealand
New Zealand
New Zealand
New Zealand
New Zealand
Australia
Philippines

Thailand

Panama
USA

USA, Hawaii

Thailand

Australia
Israel

Canada

Species
C.aenigma

C.aenigma

C. aeschynomenes

C. alatae
C. alatae
C. alienum
C. alienum
C. alienum
C. alienum
C. aotearoa
C. aotearoa
C. aotearoa
C. aotearoa
C. asianum
C. asianum
C. asianum
C. asianum
C. clidemiae

C. clidemiae

C. cordylinicola

C. fructicola
C. fructicola
C. fructicola

Host
Persea americana

Pyrus pyrifolia

Aeschynomenes virginica

Dioscorea alata
Dioscorea alata
Persea americana
Persea americana
Malus domestica
Diospyros kaki
Vitex lucens
Agathis australis
Coprosma sp.
Melicytus ramiflorus
Mangifera indica
Mangifera indica
Mangifera indica
Mangifera indica
Vitis sp.
Clidemia hirta
Cordyline fruticosa
Persea americana
Limonium sinuatum

Fragaria % ananassa

ITS
JX010244
J1X010243
JX010176
JX010190
JX010191
JX010217
JX010252
JX010251
JX010247
JX010220
JX010211
JX010206
JX010156
JX010192
JX010195
JX010194
JX010193
JX010274
JX010265
JX010226
JX010166
JX010167
JX010180

GAPDH
JX010044
JX009913
JX009930
JX009990
JX010011
JX010018
JX010030
JX010028
JX009944
JX009906
JX010004
JX009961
JX009983
JX009915
JX009938
JX010021
JX010017
JX009909
JX009989
JX009975
JX009946
JX009998
JX009997

GenBank Accession Number

CAL
JX009683
JX009684
JX009721
JX009738
JX009739
JX009664
JX009656
JX009654
JX009655
JX009614
JX009627
JX009609
JX009621
JX009723
JX009725
JX009726
JX009724
JX009639
JX009645

HM470238
JX009680
JX009675
JX009668

ACT
JX009443
JX009519
JX009483
JX009471
JX009470
JX009580
JX009528
JX009572
JX009497
JX009544
JX009569
JX009854
JX009524
JX009576
JX009579
JX009465
JX009546
JX009476
JX009537

HMA470235
JX009529
JX009491
JX009469

CHS
JX009774
JX009789
JX009799
JX009837
JX009846
JX009754
JX009885
JX009882
JX009750
JX009764
JX009878
J1X009445
JX009859
JX009753
JX009825
JX009787
JX009871
JX009777
JX009877
JX009864
JX009762
JX009772
JX009820

TUB
JX010389
JX010390
JX010392
JX010383
JX010449
JX010385

JX010411

JX010421

JX010425

JX010384

JX010439
JX010438
JX010440

JX010388



ICMP 18120
ICMP 18738
ICMP 17821
ICMP 18730
ICMP 19121
ICMP 12942
ICMP 12951
ICMP 17968
ICMP 17970
ICMP 18539
ICMP18728
CBS124.22
ICM17915
ICMP 12931
ICMP 12930
ICMP 18701
ICMP 19119
ICMP 17938
ICMP 18187
ICMP 17940
ICMP 19120
ICMP 1778
ICMP 1780
ICMP 12564
ICMP 18705
ICMP 19051
ICMP 18693
ICMP 12567

Nigeria
Australia
Italy
New Zealand
Italy
New Zealand
New Zealand
China
Japan
Australia
Brazil
USA
Angola
New Zealand
New Zealand
Philippines
USA
USA
USA
USA
Italy
Australia
Australia
Australia
Fiji
Hungary
Hungary
Australia

C. fructicola
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. gloeosporioides
C. horii
C. horii
C. horii
C. horii
C. kahawae
C. kahawae
C. kahawae
C. kahawae
C. musae
C. musae
C. musae
C. musae
C. nupharicola
C. nupharicola
C. nupharicola
C. psidii
C. queenslandicum
C. queenslandicum
C. queenslandicum
C. queenslandicum
C. salsolae
C. salsolae

C. siamense

Dioscorea alata
Carya illinoinensis
Citrus sinensis
Citrus sp.
Citrus limon
Diospyros kaki
Diospyros kaki
Diospyros kaki
Diospyros kaki
Olea europaea
Miconia sp.
Vaccinium sp.
Coffea arabica
Musa sp.
Musa sp.
Musa sp.
Musa sp.
Nuphar lutea subsp.polysepala
Nuphar lutea subsp.polysepala
Nymphaea ordorata
Psidium sp.
Carica sp.
Carica papaya
Persea americana
Coffea sp.
Salsola tragus
Glycine max

Persea americana

JX010182
JX010151
JX010181
JX010157
JX010148
GQ329687
GQ329689
JX010212
JX010213
JX010230
JX010239
JX010228
JX010234
JX010140
JX010141
JX010145
JX010146
JX010189
JX010187
JX010188
JX010219
JX010276
JX010186
JX010184
JX010185
JX010242
Hungary
JX010250

JX010041
JX009976
JX009923
JX009981
JX010054
GQ329685
GQ329683
GQ329682
GQ329686
JX009966
JX010048
JX009950
JX010040
JX009995
JX009986
JX010047
JX010050
JX009936
JX009972
JX010031
JX009967
JX009934
JX010010
JX009919
JX010036
JX009916
JX010241
JX009940

JX009670
JX009730
JX009671
JX009737
JX009745
JX009603
JX009602
JX009605
JX009606
JX009635
JX009643
JX009744
JX009638
JX009688
JX009685
JX009687
JX009742
JX009661
JX009663
JX009662
JX009743
JX009691
JX009693
JX009692
JX009694
JX009696
JX009917
JX009697

JX009436
JX009542
JX009495
JX009548
JX009558
JX009533
JX009466
JX009547
JX009467
JX009523
JX009525
JX009536
JX009474
J1X009442
JX009566
JX009551
JX009433
JX009486
JX009437
JX009582
JX009515
JX009447
JX009504
JX009573
JX009490
JX009562
JX009695
JX009541

JX009844
JX009797
JX009839
JX009861
JX009903
JX009748
JX009751
JX009811
JX009824
JX009800
JX009850
JX009902
JX009829
JX009756
JX009881
JX009849
JX009896
JX009834
JX009835
JX009836
JX009901
JX009899
JX009900
JX009759
JX009890
JX009863
JX009559
JX009761

JX010401

JX010400

JX010375

JX010378

JX010434

JX010433
JX010435

HQ596280
JX010397
JX010398
JX010399
JX010443
JX010414

JX010412
JX010403

JX010387



ICMP 18574
ICMP 18578
ICMP 19118
SMVF1*
ICMP 15445
ICMP 17958
ICMP 17895
ICMP 17957
ICMP 18566
ICMP 18576
ICMP 18650
ICMP 18649
ICMP 17814
ICMP 17100
ICMP 5285
ICMP 4832
ICMP 18672
ICMP 18653
ICMP 18651
ICMP 17903
ICMP 17820
ICMP 10643
ICMP 18542

*Isolate from Acca sellowiana — Brazil (FANTINEL, 2017)

Australia
Thailand
Vietnam
Brazil
New Zealand
Australia
Mexico
Australia
Australia
Israel
Panama
Panama
USA
USA
New Zealand
New Zealand
Japan
Panama
Panama
Australia
Australia
UK
USA

C. siamense

C. siamense

C. siamense

C. siamense
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola
C. theobromicola

C. ti
C. ti

C. tropicale

C. tropicale

C. tropicale
C. xanthorrhoeae
C. xanthorrhoeae

Glomerella cingulata

Glomerella cingulata

Pistacia vera
Coffea arabica
Jasminum sambac
Acca sellowiana
Acca sellowiana
Stylosanthes guianensis
Annona diversifolia
Stylosanthes viscosa
Olea europaea
Limonium sp.
Theobroma cacao
Theobroma cacao
Fragaria vesca
Quercus sp.
Cordyline australis
Cordyline sp.
Litchi chinensis
Theobroma cacao
Annona muricata
Xanthorrhoea preissii
Xanthorrhoea sp.
Camellia x williamsii

Camellia sasanqua

JX010270
JX010171

HM131511

JX010290
JX010291
JX010284
JX010289
JX010282
JX010279
JX010280
JX010294
JX010288
JX010281
JX010267
JX010269
JX010275
JX010264
JX010277
JX010261
JX010293
JX010224
JX010223

JX010002
JX009924
HM131497

JX010027
JX009948
JX010057
JX009962
JX009953
JX010022
JX009982
JX010006
JX010003
JX009947
JX009910
JX009952
JX010020
JX010007
JX010014
JX009927
JX009932
JX009908
JX009994

JX009707
FJ917505
JX009713

JX009601
JX009598
JX009600
JX009597
JX009593
JX009595
JX009590
JX009591
JX009589
JX009596
JX009650
JX009649
JX009722
JX009719
JX009720
JX009653
JX009740
JX009630
JX009628

JX009535
FJ907423
HM131507
KX858807
JX009509
JX009498
JX009568
JX009575
JX009496
JX009532
JX009503
JX009444
JX009448
JX009507
JX009553
JX009520
JX009480
JX009489
JX009570
JX009478
JX009485
JX009540
JX009488

JX009798
JX009865
JX009895

JX009893
JX009822
JX009828
JX009821
JX009801
JX009771
JX009872
JX009869
JX009819
JX009781
JX009897
JX009898
JX009826
JX009870
JX009868
JX009823
JX009838
JX009891
JX009857

JX010391
JX010404
JX010415
KX858806

JX01038
JX010382
JX010380
JX010376

J1X010447
JX010379
1X010442
JX010396
JX010407

JX010448

JX010436

JX010429
JX010437



