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RESUMO

A heveicultura é de grande importancia para o estado de S&o Paulo, especialmente,
no Planalto Paulista. Representa uma das culturas florestais mais plantadas no pais,
tendo como principal objetivo, a extragdo do latex, que serve como fonte de matéria-
prima para confeccdo de produtos para as industrias pneumaticas, hospitalares,
calcadistas, etc. Porém, pelo cultivo em carater perene, o género Hevea sofre com o
ataque de patdégenos, principalmente, fungos. A fusariose, causada por Fusarium
spp., € uma doenca descrita recentemente, que afeta a casca das plantas adultas,
interferindo na explotacdo de latex pelos produtores. Os sintomas surgem como
trincas no caule, seguidos de necrose na casca, podendo causar o “secamento” do
latex da arvore e, consequente, morte da planta. Mesmo sabendo-se da importancia
dessa doenca afetando plantacGes de seringueira, ha poucos estudos na literatura
sobre 0s agentes causais, seu comportamento, resisténcia genética e outras formas
de controle da doenca. Portanto, no presente estudo objetivou-se caracterizar
patogenicamente, morfologicamente e molecularmente 51 isolados de Fusarium
spp., realizando, também, teste de resisténcia clonal e testando diferentes
ingredientes ativos no controle “in vitro” dos isolados patogénicos. Para a
caracterizacdo morfolégica dos esporos, foram avaliados a forma, o tamanho e o
namero de septos, os tipos de clamidésporos, a formacdo das fialides e
conidiogénese dos microconidios e mesoconidios. A caracterizacdo cultural avaliou
a taxa de crescimento micelial, presenca ou auséncia de esporodoquios e a
coloracdo das colbnias. Os estudos moleculares abrangeram andlises filogenéticas
do DNA dos isolados para as regides rDNA ITS, rDNA IGS, gene TEF1-a e gene H3.
No teste de resisténcia clonal, foram avaliados diferentes materiais clonais de
seringueira quanto a resisténcia a Fusarium spp., sendo utilizados os clones RRIM
600 (produzido em substrato), RRIM 600 (produzido em solo - controle), IAC 502,
IAC 511, IRCA 111, PB 350, PR 255, RRIM 937 (produzidos em solo), todos
provenientes de enxertia. Para o teste de controle “in vitro”, foram testados oito
produtos comerciais e um ativador de plantas, com 0s seguintes principios ativos:
clorotalonil, tiofanato metilico, tiofanato metilico + clorotalonil, azoxistrobina +
tebuconazol, tebuconazol, piraclostrobina + epoxiconazol, azoxistrobina +
ciproconazol, trifloxistrobina + tebuconazol, acibenzolar-S-metilico, dispostos em

quatro concentracdes (1.000, 100, 10 e 1 pL L™), sendo trés deles registrados para a



cultura da seringueira. Baseando-se nos resultados obtidos através dos caracteres
morfoldgicos, culturais e moleculares, foram identificadas trés espécies de Fusarium
ocorrendo em seringueira no estado de Sao Paulo, Fusarium decemcellulare,
Fusarium incarnatum e Fusarium oxysporum, 0s quais os dois ultimos ainda néo
foram relatados em seringueira no Brasil. Para o estudo de resisténcia clonal, os
clones IRCA 111 e IAC 502 foram classificados como resistente e suscetivel,
respectivamente, a espécie F. oxysporum. Os materiais clonais IAC 511 e PR 255
foram resistente e suscetivel, respectivamente, a espécie F. incarnatum. Para a
espécie F. decemcellulare as informacdes nao foram significativas entre os materiais
testados, sendo necessarios estudos complementares. As trés espécies de
Fusarium (F. oxysporum, F. incarnatum e F. decemcellulare) foram sensiveis aos
fungicidas a base de tebuconazol e trifloxistrobina + tebuconazol, podendo ser

alternativas para o manejo da fusariose em seringueira.

Palavras-chave: Heveicultura, fusariose, taxonomia fangica, resisténcia clonal,

enxertia, controle quimico.



ABSTRACT

The rubber tree cultivation represents a great importance for the S&o Paulo state,
especially, in the Sdo Paulo uplands. It represents one of the most planted forest
crops in the country, with the main objective, the latex extraction, which serves as a
source of raw material for the manufacture of products for the pneumatic, hospital,
footwear industries, etc. However, by the cultivation on a perennial basis, the genus
Hevea suffers from pathogens attack, mainly, fungi. The fusariosis, caused by
Fusarium spp., is a disease described recently that affects the bark of adult plants,
interfering in the latex exploitation by the producers. The symptoms appear as cracks
in the stem, followed by necrosis in the bark, which may cause the “tree drying” of the
latex of the tree and, consequently, death of the plant. Even knowing about the
importance of this disease affecting rubber tree plantations, there are few studies
about the biology of the species, its behavior, genetic resistance and other ways of
disease control. Therefore, the study aimed to perform studies about pathogenic,
morphological and molecular characterization of 51 isolates of Fusarium spp., also
performing a clonal resistance test and to study different active ingredients in the "in
vitro" control of the pathogenic isolates. For the morphological characterization of the
spores, were evaluated the shape, size and septa number, types of chlamydospores,
the formation of phialides and conidiogenesis of the microconidia and mesoconidia.
The cultural characterization evaluated the mycelial growth rate, the presence or
absence of sporodochia and the pigmentation of the colonies. The molecular studies
covered phylogenetic analysis of the isolates DNA analyzes from rDNA ITS region,
rDNA IGS region, TEF1-a gene and H3 gene. At the clonal resistance test, different
clones of rubber trees were evaluated for resistance to Fusarium spp., the clones
were RRIM 600 (produced from substrate), RRIM 600 (produced in soil - control),
RRIM 937, PB 350, PR 255, IRCA 111, IAC 511, IAC 502 (produced in soail), all from
bud grafting. For the “in vitro” control test, eight commercial products and one plant
activator were tested with the following active ingredients: chlorothalonil, methyl
thiophanate, methyl thiophanate + chlorothalonil, azoxystrobin + tebuconazole,
tebuconazole, pyraclostrobin + epoxiconazole, azoxystrobin + cyproconazole,
trifloxystrobin + tebuconazole, acibenzolar-S-methyl, arranged at four concentrations
(1,000, 100, 10 and 1 pL L™, three of them registered for the rubber tree culture.

Based on the results obtained through morphological, cultural and molecular



characters, three Fusarium species were identified, occurring in rubber trees in the
Sdo Paulo state, Fusarium decemcellulare, Fusarium incarnatum and Fusarium
oxysporum, which the last two have not yet been reported in rubber trees in Brazil.
For the clonal resistance study, the IRCA 111 and IAC 502 clones were classified as
resistant and susceptible, respectively, to F. oxysporum species. The clonal materials
IAC 511 and PR 255 were resistant and susceptible, respectively, to F. incarnatum
species. For the F. decemcellulare species, the information was not significant
among the tested materials and additional studies were necessary. The three
Fusarium species (F. oxysporum, F. incarnatum and F. decemcellulare) were
sensitive to fungicides based on tebuconazole and trifloxystrobin + tebuconazole,

and could be an alternative to the management of the fusariosis in rubber tree.

Keywords: Rubber tree cultivation, fusariosis, fungi taxonomy, clonal resistance,

grafting, chemical control.
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INTRODUCAO GERAL

A seringueira caracteriza-se por ser uma arvore de grande porte e ciclo perene,
sendo uma planta nativa da regido Amazoénica que integra a familia Euphorbiaceae
(GONCALVES et al., 2002). Dentre os géneros que pertencem a essa familia,
destacam-se Hevea (seringueira), Ricinus (mamona) e Manihot (mandioca). No
Brasil, o género Hevea compreende 11 espécies de seringueiras (Hevea
guianensis Aublet, Hevea benthamiana Mull-Arg., Hevea brasiliensis (Willd. ex A.
Juss.) Mull-Arg., Hevea pauciflora (Spruce ex Benth.) Mull-Arg., Hevea nitida Matrt.
ex. Mull-Arg., Hevea spruceana (Benth.) Mill-Arg., Hevea microphylla Ule, Hevea
paludosa Ule, Hevea rigidifolia (Spruce ex Benth.) Mull-Arg., Hevea camporum
Ducke e Hevea camargoana Pires) (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990;
CORDEIRO; SECCO, 2015), sendo Hevea brasiliensis, a espécie mais importante
para a producao de latex (GOMES, 1981).

O botéanico Adolfo Ducke dedicou anos de estudos a respeito do género Hevea,
que pode ser encontrado amplamente distribuido na bacia Amazodnica,
compreendendo paises como Brasil, Bolivia, Peru, Coldmbia, Equador, Venezuela,
Guiana Francesa, Suriname e Guiana (DUCKE, 1941; GONCALVES; CARDOSO;
ORTOLANI, 1990). No Brasil, o género encontra-se naturalmente disperso nos
estados do Amazonas, Para, Acre, Roraima, Amapda, nordeste do estado do
Maranhdo, norte do estado do Mato Grosso e Rondbnia (DUCKE; BLACK, 1954).

Hevea brasiliensis caracteriza-se como uma planta lactescente, semidecidua,
heliéfita ou escidfita, tipica da floresta amazbnica de varzeas inundaveis e, em
menor frequéncia, da floresta de terra firme ocorrendo, de preferéncia, em solos
argilosos e férteis (LORENZI, 2014), utilizada de modo extrativista cuja finalidade é a
producdo de borracha natural (CAMPELO JUNIOR, 2000). E uma espécie vegetal
adaptavel a diferentes condigcbes climaticas, sendo plantada em grandes
monocultivos em outras regides do pais, como o Sudeste (SP, ES e MG), Centro-
Oeste (MT e GO), Nordeste (BA) (Figura 1) e, em outros paises, principalmente os
asiaticos (AGRIANUAL, 2015; IBGE, 2017), que representam importantes areas de
escape as principais doencas acometidas pela cultura em sua regido de origem.

Em 2015, a area plantada de seringueira no pais atingiu, aproximadamente, 154
mil hectares distribuidos nos estados produtores (IBGE, 2017). No mesmo periodo,

a producdo mundial de borracha natural foi de 12.277 mil toneladas, sendo
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aproximadamente, 11.345 mil toneladas originarias do Sudeste Asiatico e nas
Ameéricas produziram-se 334 mil toneladas, cerca de 2,72% da producdo mundial. A
Asia representa o continente que mais consome o produto (72,8%), seguido pelas
Ameéricas (14,1%) e EMEA (Europa, Oriente Médio e Africa — 13,1%) e os valores da
tonelada de borracha natural variaram entre US$ 1,442 a US$ 1,560 para o ano
base 2015 (IRSG, 2017).

Figura 1 - Ocorréncia natural de espécies do género Hevea na América do Sul e principais estados

brasileiros produtores de borracha natural (Fontes: DUCKE, 1941; DUCKE; BLACK, 1954;
GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990; AGRIANUAL, 2015; IBGE, 2017).

Disperséo natural de Hevea spp. nos Estados
brasileiros

o Principais Estados Brasileiros produtores de borracha
natural

A cultura apresenta multiusos, tendo como principal objetivo, a extracdo da
borracha natural (latex — poliisopreno), através da seiva, que serve como fonte de
matéria-prima para confeccdo de produtos para as industrias pneuméticas e
comércio (pneus de automoveis, caminhdes, avides e revestimentos diversos, luvas
cirdrgicas, preservativos, entre outros). Posteriormente, a utilizacdo da madeira pode
ser realizada para energia, celulose e com o tratamento quimico, pode ser utilizada
na industria de moéveis e na fabricagcdo de portas, janelas, formas para concreto
armado, vigas, colunas, painéis e madeira compensada. Outros produtos né&o
madeireiros podem ser aproveitados da seringueira como fonte de renda, como 0Oleo

de sementes (usado na industria de tintas e vernizes), mel e torta para alimentagao
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animal (GONCALVES, 2002; LORENZI, 2014). A seringueira ainda apresenta um
beneficio ambiental importante pelo fato de substituir a borracha sintética (derivada
do petréleo) pela borracha natural, diminuindo a presséo sobre este recurso mineral
(FRANCISCO; BUENO; BAPTISTELLA, 2004).

Para o estabelecimento de um seringal € importante a uniformidade dos
individuos obtida através de melhoramento genético e obten¢éo de clones. Materiais
clonais apresentam menor variabilidade em relacdo a diferentes caracteres como
espessura da casca, producéo, propriedades do latex, nutricdo, tolerancia as pragas
e doencas, facilitando o manejo para o produtor. Os clones de importancia comercial
para regides de escape sao formados a partir de individuos parentais que
apresentam, em geral, alta produtividade durante os primeiros anos de sangria
aliada a alta taxa de retorno econdémico sobre o investimento aplicado em curto
espaco de tempo. Estes sdo alguns clones disponiveis para seringueira no mercado:
GT 1, IAC 35, IAC 40, IAC 300, IAC 302, IAC 500, IAC 502, IAC 505, IAC 511, IRCA
111, PB 217, PB 252, PB 350, PC 119, PR 255, PR 261, RRIM 600, RRIM 713,
RRIM 937 e RRIM 938. Muitas pesquisas tém alcancado resultados promissores
quanto a produtividade e vigor de novos clones de seringueira, contudo, no planalto
do estado de S&o Paulo, o clone RRIM 600 ainda € um dos mais plantados (IAC,
2013).

Estudos abrangendo melhoramento genético para esta espécie florestal
encontram-se em constante progresso por pesquisadores brasileiros e de outros
paises, esforco necessario para garantir a produtividade crescente para as futuras
plantacoes.

Com o avanco do monocultivo, gera uma preocupacao quanto ao manejo de
pragas e doencas, agentes responsaveis por grandes prejuizos econémicos. O
conhecimento do patdgeno, sua caracterizacdo e estudos relacionados a resisténcia
de materiais genéticos sdo fundamentais para a implantacdo e conducdo de uma
floresta sadia. A seringueira € acometida por varias doencas bidticas e abidticas nas
diferentes fases de desenvolvimento da planta, desde o crescimento do porta-
enxerto a individuos adultos em campo. Clima quente e umido, caracteristico de
zonas tropicais, é favoravel a ocorréncia da maioria dos patégenos em seringueiras,
com destaque para a doenca mal das folhas (Microcyclus ulei), considerada uma
das mais destrutivas a cultura (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012). Um dos motivos

para o sucesso dos seringais no territorio paulista deve-se as diferencas climaticas
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comparadas as regides de origem, propiciando o controle evasivo do M. ulei. Além
do mal das folhas, outras doencas que atacam 0s seringais:

a) Doencas foliares: antracnose das folhas (Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum); requeima e queda anormal das folhas (Phytophthora
spp.); mancha areolada (Thanatephorus cucumeris); crosta negra (Phyllachora
huberi); mancha de Cercospora (Cercospora heveae); mancha de Corynespora
(Corynespora cassiicola); oidio (Oidium heveae); mancha de Periconia (Periconia
manihoticola); queima-do-fio (Corticium koleroga); doenca de origem viral (patégeno
do género Carlavirus); mancha de alternaria (Alternaria sp.) e mancha de alga
(causada pela alga Cephaleuros spp.) (FURTADO; TRINDADE, 2005;
GASPAROTTO et al., 2012a).

b) Doengas de caule: cancro estriado e cancro do tronco (Phytophthora spp.);
mofo cinzento (Ceratocystis fimbriata); rubelose (Erythricium salmonicolor); morte
descendente, cancro do enxerto e podriddo do caule (doencas associadas,
principalmente, ao parasita fraco Lasiodiplodia theobromae); antracnose do painel
de sangria (Colletotrichum gloeosporioides); seca de ponteiros (causada por
diversos fatores bidticos e abidticos que acarretam em sintomas muito semelhantes,
exemplo, desfolhas sucessivas por doencas foliares, deficiéncia nutricional,
matocompeticdo, etc.); tumores; Fusarium sp.; Diplodia sp. e Cephalosporium sp.
(GASPAROTTO et al., 2012b).

c) Doencas de raizes: podriddo vermelha (Ganoderma philippii); branca
(Rigidoporus lignosus) e parda (Phellinus noxius) e nematoides (Meloidogyne sp.,
Pratylenchus brachyurus, Rotylenchulus sp., Paratrichodorus sp., Criconematideos)
(GASPAROTTO; PEREIRA; FURTADO, 2012; WILCKEN et al., 2015).

A preocupacdo com 0 manejo para a resisténcia as pragas e doencas sao de
extrema importancia devido aos sérios prejuizos e danos econdmicos que podem
causar aos seringais, como exemplo, a alta incidéncia de Microcyclus ulei nos
seringais da regido amazénica que inviabilizaram o cultivo nas décadas de 1930 e
1940.

Gracas aos avancos nos estudos de melhoramento genético de seringueira,
melhoristas tém trabalhado para obtencéo de clones mais produtivos e resistentes
as principais doencas. Estudos correlacionando a variabilidade do patégeno, a

resisténcia do hospedeiro, a fisiologia das espécies e o melhoramento genético,
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viabilizaram a heveicultura nas regiées quentes e Umidas da Amazonia nas ultimas
décadas, mesmo sob alta incidéncia de M. ulei (GASPAROTTO; PEREIRA, 2012).

Dentre as doencas importantes para a cultura da seringueira, destacam-se
aquelas que incidem no caule, como Fusarium spp., que debilitam a planta e reduz o
potencial da producéo laticifera. Em condi¢des ideais de infeccdo, podem causar
grandes prejuizos afetando tanto a producdo quanto a qualidade da madeira. Com
relacdo ao género Fusarium spp., este € considerado de grande importancia
académica e econdbmica para a agricultura por englobar muitas espécies, racas e
metabdlitos relevantes na patogenia de plantas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

No ambito agricola, grandes perdas estdo associadas pela ocorréncia de
Fusarium spp. nas lavouras relatados para tomateiro, feijoeiro, milho, soja, entre
outros. A doenca mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense), descoberta
inicialmente no Panam@, no século passado, é exemplo de uma doenca endémica
que se espalhou rapidamente pela maioria das regides produtoras no mundo,
dizimando os pés de bananeiras da variedade ‘Gros Michel'. No Brasil, a variedade
banana macd € a mais suscetivel a essa doenca (PLOETZ, 2015; LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Na literatura, Fusarium spp. foi inserido, primeiramente, por Link em 1809, sendo
identificado pela presengca de macroconidios em formato de canoa ou banana,
caractere classico para o diagndstico deste género. Desde entdo, a taxonomia de
Fusarium tem passado por diversas mudancas importantes para a correta
identificacdo das inimeras espécies existentes registradas para cada hospedeiro
dentro do género. Os primeiros pesquisadores a estabelecerem um sistema
taxondmico foram Wollenweber e Reinking, em 1935, que utilizaram a morfologia
dos macroconidios e a pigmentacdo das coldénias como critérios para a distincdo das
espécies, até entdo, divididas em 16 secfes, 65 espécies e 77 variedades e formas
subespecificas (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Outros grandes estudiosos contribuiram para aprimorar o sistema taxonémico
moderno de Fusarium. Raillo (1930-1950), salientou o cultivo de um dnico esporo
para a identificacdo e baseou-se no formato do macroconidio e presenca de
microconidio e clamiddsporos; Gordon (1930-1960) acrescentou o conceito de
teleomorfismo; Snyder e Hansen, nas décadas de 40 e 50, reduziram para nove o
namero de espécies e enfatizaram a importancia da cultura monospoérica para uma

identificacdo confiavel; Messiaen e Cassini (1950-1960) basearam-se em variedades
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botanicas em vez de cultivares; Bilai (1950-1970) estudou os caracteres fisiologicos
na identificacdo ligados a temperatura, umidade e meio de cultura; Booth (1960-
1970) introduziu a morfologia das células conidiogénicas; Matuo (1972), baseando-
se na classificacdo de Snyder e Hansen, acrescentou uma espécie a taxonomia;
Gerlach e Nirenberg (1982) reconheceram um grande numero de espécies; Nelson,
Toussoun e Marasas (1983) publicaram um guia para identificacdo de Fusarium com
fotos nitidas para cada espécie, baseando-se na classificacdo proposta por Snyder e
Hansen; Joffe (1986) acrescentou quesitos micotoxicologicos para a identificacao
(LESLIE; SUMMERELL, 2006).

De acordo com a literatura mais recente dedicada a taxonomia de espécies de
Fusarium de Leslie e Summerell (2006), existem mais de 80 espécies patogénicas
as plantas, contudo, com o avanco das técnicas moleculares, este nimero podera
aumentar drasticamente nos proximos anos.

Para realizar a identificacdo das espécies deste género, € necessario aferir os
aspectos morfoloégicos e confirmar o resultado através do uso de técnicas
moleculares. Apesar dos caracteres morfolégicos serem ferramentas Uteis na
classificacao inicial de fungos, séo limitados em numeros, podendo estar sujeitos a
selecdo, e a expressdo é sensivel as mudancas ambientais. Portanto, devido as
diferentes causas que podem originar a especiacdo de Fusarium, 0Ss conceitos
biologicos e filogenéticos tém se tornado importantes para conferir veracidade a
taxonomia do género (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

A caracterizacdo morfolégica para espécies do género Fusarium deve
compreender caracteres indispensaveis para uma correta identificacdo em nivel de
espécie, tais como: formato das células apicais e basais, tamanho e nimero de
septos dos macroconidios e microconidios ou mesoconidios; células conidiogénicas
(fialides); aparéncia dos clamidosporos, presenca ou auséncia de esporoddquio.
Outras caracteristicas secundarias podem ser utilizadas para diferenciar as espécies,
sd0 os caracteres culturais, como: coloracdo e taxa de crescimento das col6nias; e
fisiologicos, como: producdo de micotoxinas e metabolitos secundarios (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

Referindo-se aos caracteres biolégicos, podem-se citar alguns conceitos de
fertilidade como espécies heterotalicas, homotalicas ou pseudohomotélicas, testes
VCGs (grupos de compatibilidade vegetativa) e mating type que estuda a

reproducdo sexual dos fungos. Quanto aos caracteres filogenéticos, estes estéo
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associados as técnicas moleculares que sdo métodos mais sensiveis e especificos
na caracterizacdo do patégeno, como exemplo, o0 PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e o teste ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) que sédo algumas
técnicas utilizadas para a diagnose de diversos virus, bactérias e fungos
patogénicos a plantas (LESLIE; SUMMERELL, 2006; REZENDE et al., 2011).

Dentro do patossistema Fusarium-seringueira, foram encontradas diferentes
espécies de Fusarium causando danos em plantios de seringueira nos paises
produtores: Fusarium oxysporum (China e Malasia — H. brasiliensis); Fusarium solani
(China e Maléasia — H. brasiliensis; Brasil — Hevea spp.); Fusarium semitectum — (sin.:
Fusarium incarnatum) (Malasia — H. brasiliensis); Fusarium tumidum (Malasia — H.
brasiliensis); Fusarium javanicum (China, india e Sri Lanka — H. brasiliensis);
Fusarium decemcellulare (Brasil e Congo — H. brasiliensis); Fusarium moniliforme
(Brasil — Hevea spp.); Fusarium verticillioides (Brasil — Hevea spp.); Fusarium
venfricosum (China — Hevea spp.) (USDA, 2017; HUANG et al., 2016; JIANG et al.,
2015; LI et al., 2014; DORIA, 2012; BETELONI et al., 2009; FURTADO et al. 2001).

A fusariose em seringueira acarreta danos no painel de sangria da planta,
interferindo na producéo de latex. Na China, em plantios de seringueira na Provincia
de Yunnan, os danos causados por Fusarium oxysporum comecgaram por secrecdes
marrons no caule de 5 a 6 cm acima do chdo. Ocasionalmente, as secregcbes
poderiam escurecer ndo havendo producédo de latex na regido. Apos a secrecao ser
removida, a doenca na casca estava putrescente mas ao redor da lesdo estava
sadio. Em situacdes mais severas, parte das folhas da copa ficaram amareladas e a
raiz, proxima ao caule doente, estava seca e avermelhada (LI et al., 2014).

Em Jino, na China, outros sintomas da podriddo do colo, causada pela espécie
Fusarium venfricosum foram observados. As arvores apresentavam necroses nas
cascas infectadas cobertas por oidio e, ap0s realizar a remocédo da casca, a parte do
xilema afetado aparentava um gel branco e sem odor. Em situagdes mais extremas,
a casca doente resultava em morte das plantas (JIANG et al., 2015).

Em seringais paulistas, os sintomas de Fusarium spp. podem ser observados
nas cascas como trincas, estendendo-se do porta-enxerto em diregdo ao painel,
provocando o secamento na regido da area lesionada. Esta lesdo pode crescer, com
0 passar do tempo, desprendendo a casca, 0 que torna 0 processo de sangria
inviavel (DORIA, 2012).



22

Os sintomas observados diferem entre as espécies, porém as lesdes no caule,
como as trincas, sdo caracteristicas desta doenca, seguidas por necroses. Em
situacbes mais severas de infeccdo, as lesdes podem originar 0 secamento e a
morte da planta toda. O controle da fusariose pode ser realizado através de uma
mistura com produto fungicida aplicada direto no painel infectado. Esta mistura
consiste em meio litro de tinta latex branca, para proteger o tronco dos raios de sol e
fixar o fungicida, meio litro de agua e 5 mL de fungicida a base de ingrediente ativo
tebuconazol. Para aplicar € preciso retirar a casca apodrecida e aplicar a pasta
sobre a area lesionada. Para evitar a disseminacao do patdgeno, € essencial qgue 0s
seringueiros desinfestem a faca de sangria de uma &rvore para outra, com
hipoclorito de s6dio (GLOBO RURAL ONLINE, 2013).

Devido a ocorréncia recente da doenca fusariose e as frequentes perdas
associadas a produtividade do latex, literaturas sobre o patossistema Fusarium-
seringueira sao pouco encontradas. Diante disso, tornam-se importantes estudos de
identificacdo dos agentes patogénicos, interacfes destes com 0s materiais clonais
plantados comercialmente e formas de controle eficientes a fim de auxiliar os
produtores no manejo da heveicultura.

Com o propésito de conhecer as caracteristicas dos fungos e suas interacoes
com o hospedeiro, sdo necessarios estudos que permitem uma melhor identificacdo
do patdgeno, diferenciando-o de outras espécies. Portanto, o primeiro estudo deste
trabalho visou identificar isolados de Fusarium spp. coletados em seringais no
estado de Sao Paulo, que apresentavam sintomas da doenca, a fim de obter uma
melhor identificacé@o a nivel de espécie.

Além disso, testes realizados para avaliar a resisténcia de uma espécie vegetal
ou material clonal a um patdgeno sao importantes para o embasamento da selecéo
de gendétipos resistentes. Desse modo, apdés o conhecimento das espécies
causadoras de fusariose em H. brasiliensis, prosseguiu-se o segundo estudo com a
finalidade de verificar a resisténcia de materiais clonais, utilizados comercialmente,
expostos a doenca fusariose, permitindo assim, encontrar clones resistentes, sendo
uma informacao relevante para o programa de melhoramento da cultura.

Como premissa de auxiliar os produtores no controle da fusariose no painel de
sangria da seringueira, o terceiro estudo objetivou testar ingredientes ativos, sendo

alguns registrados para a cultura para diferentes doengas, buscando encontrar
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aguele que consiga controlar as diferentes espécies de Fusarium, como um todo, de
modo eficiente.

Portanto, os objetivos do trabalho foram:

a) Realizar a caracterizacdo morfolégica e cultural dos agentes causadores da
seca patoldgica do painel;

b) Realizar a caracterizagdo molecular dos isolados patogénicos;

c) Verificar a reacdo de genodtipos de seringueira a diferentes espécies de
Fusarium;

d) Verificar a sensibilidade das espécies de Fusarium do painel da seringueira a
alguns principios ativos.

Os itens a e b, estédo presentes no Capitulo I, o item c, esta presente no Capitulo

Il e o item d, no Capitulo IlI.
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CAPITULO 1
CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, CULTURAL E MOLECULAR DE
ISOLADOS DE Fusarium spp. COLETADOS EM SERINGUEIRA NO ESTADO DE
SAO PAULO

Marilia Pizetta, Caroline Geraldi Pierozzi, Yu Ayukawa, Takeshi Kashiwa, Ken

Komatsu, Tohru Teraoka, Tsutomu Arie, Edson Luiz Furtado

Resumo: A heveicultura € a terceira cultura florestal mais eminente para o estado
de Sdo Paulo. Dentre os problemas fitossanitarios ocorrentes nos seringais do
noroeste paulista, a fusariose, causada por Fusarium spp., € uma doenca que esta
causando danos preocupantes para os produtores, pois afeta a casca da planta,
interferindo na producédo de latex. O objetivo deste estudo foi realizar estudos sobre
caracterizacdo morfoldgica, cultural e molecular de 51 isolados de Fusarium spp.
coletados em seringueira no estado de S&o Paulo. Para os estudos morfolégicos e
culturais, foram avaliados a forma, o tamanho e o nimero de septos dos conidios, a
taxa de crescimento micelial, presenca ou auséncia de esporoddquios, os tipos de
clamidosporos, a formacdo das fialides e conidiogénese dos microconidios e
mesoconidios e a coloracdo das coldnias. Os estudos moleculares abrangeram
analises filogenéticas do DNA dos isolados para as regides rDNA ITS, rDNA IGS,
gene TEFl-a e gene H3. Foram identificadas trés espécies de Fusarium em
seringueira, Fusarium oxysporum (FO) em 13 isolados, Fusarium incarnatum (FI) em
4 isolados e Fusarium decemcellulare (FD) em 34 isolados. Em meio de cultura
SNA, entre 7-10 dias, o tamanho dos macroconidios de FO variou entre 20,14 —
44,99 ym x 3,83 — 5,10 um (comprimento e largura), 1-6 septos, com células apicais
nas formas abrupta, papilar ou curva e células basais mal ou distintamente
entalhadas ou em formato de pé e os microconidios observados apresentavam
forma oval, ovoide ou reniforme, com 0-1 septo e tamanho de 8,38 — 12,61 uym x
2,78 — 3,86 uym (comprimento e largura). Para FI, o tamanho dos macroconidios
esteve entre 24,92 — 52,95 ym x 3,55 — 4,17 ym (comprimento e largura), 3—6 septos,
com forma abrupta, papilar ou curva para células apicais e mal ou distintamente
entalhadas ou em formato de pé para as células basais. A forma do mesoconidio é
fusoide, de 1-3 septos e tamanho variando entre 18,32 — 20,79 ym x 3,07 — 3,68 ym

(comprimento e largura). Em FD, os macroconidios variaram entre 70,79 — 94,85
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um x 5,70 — 7,47 ym (comprimento e largura), 6—10 septos, sendo as células apicais
com forma abrupta, papilar ou curva e as células basais como mal ou distintamente
entalhadas ou em formato de pé. Os microconidios apresentaram forma oval ou
ovoide, 0 a 1 septos e 8,82 — 10,83 um x 3,52 — 4,67 pym (comprimento e largura).
Em meio de cultura SNA aos 21 dias, os clamidésporos encontrados para FO, Fl e
FD foram do tipo uUnico, duplo ou em cadeia e a formacédo conidiogénica dos
microconidios para FO deu-se em monofialides em falsa-cabecas, dos mesoconidios
para FI em conidios Uunicos em monofialides e polifialides e em FD por monofialides
em cadeia. Em meio de cultura BDA aos 10 dias, a coloracdo das colbnias variou
entre branco a violeta claro e violeta escuro para FO, de bege a marrom claro para
Fl e, em magenta claro, magenta a magenta escuro para isolados de FD e os IVCMs
foram de 12,0 mm dia™” para FO, de 14,5 mm dia” e 9,6 mm dia™ para Fl e 6,4 mm
dia™ para FD. As analises moleculares ratificaram os dados morfolégicos e culturais,
sendo os 51 isolados de Fusarium agrupados em trés clados e comparados as
sequéncias nucleotidicas do GenBank para cada regido ou gene, com excecao de
FD, regido rDNA IGS, que nédo foi encontrada sequéncia de nucleotideos na base de
dados. As similaridades dos isolados FO, Fl e FD variou de 97 a 100% para a regiao
rDNA ITS, de 94 a 100% para a regido rDNA IGS, de 98 a 100% para o gene TEF-
1a e de 95 a 100% para o gene H3, sendo a espécie Colleotrichum gloeosporioides

escolhida como outgroup.
Palavras-chave: fusariose, heveicultura, identificacdo de fungos.

Abstract: The rubber cultivation is the third most eminent forest crop for the Sao
Paulo state. Among the phytosanitary problems that occur in rubber tree plantations
in northwest of the Sdo Paulo state, fusariosis, caused by Fusarium spp., is a
disease that is causing concern damage to producers, because it affects the bark of
the plant, interfering on the latex exploitation. The objective of this study was to
perform studies about morphological, cultural and molecular characterization of 51
isolates of Fusarium spp. collected in rubber trees in the S&o Paulo state. For the
morphological and cultural studies, were evaluated the shape, size and septa
number of the conidia, mycelial growth rate, presence or absence of the sporodochia,
the types of the chlamydospores, the formation of phialides and conidiogenesis of

microconidia and mesoconidia and the pigmentation of the colonies. The molecular
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studies covered the phylogenetic analysis of the isolates DNA from the rDNA ITS
region, rDNA IGS region, TEF1-a gene and H3 gene. Three species of Fusarium
were identified in rubber tree, Fusarium oxysporum (FO) in 13 isolates, Fusarium
incarnatum (FI) in 4 isolates and Fusarium decemcellulare (FD) in 34 isolates. In
SNA culture medium, among 7-10 days, the size of the macroconidia of FO ranged
from 20.14 to 44.99 ym x 3.83 to 5.10 ym (length and width), 1-6 septa, with apical
cells in abrupt, papillate or hooked forms and basal cells in barely or distinctly
notched or foot-shaped forms and microconidia were observed in oval, ovoid or
reniform forms, with 0-1 septum and size from 8.38 to 12.61 ym x 2.78 to 3.86 ym
(length and width). For FI, the size of the macroconidia was among 24.92 to 52.95
pm x 3.55 to 4.17 ym (length and width), 3-6 septa, with abrupt, papillate or hooked
apical cells and barely or distinctly notched or foot-shaped basal cells. The
mesoconidia were fusoid, 1-3 septa and 18.32 to 20.79 ym x 3.07 to 3.68 ym (length
and width). In FD, the macroconidia ranged from 70.79 to 94.85 ym x 5.70 to 7.47
um (length and width), 6-10 septa, with abrupt, papillate or hooked apical cell and
barely or ditinctly notched or foot-shaped basal cells. The microconidia were oval or
ovoid, 0-1 septa and with 8.82 to 10.83 ym x 3.52 to 4.67 ym (length and width). At
21 days, in the SNA culture medium, the chlamydospores observed to FO, Fl and FD
were single, paired and in chain types and the conidiogenesis formation of the
microconidia to FO occurred in monophialides in false-heads, to mesoconidia of Fl in
singly conidia in monophialides and polyphialides and in FD by monophialides in
chain. In PDA culture medium, at 10 days, the pigmentation of the colonies ranged
from white to light violet and dark violet for FO, from beige to light brown for FI and
light magenta, magenta and dark magenta for FD isolates and the IVCMs were 12.0
mm day™ for FO, 14.5 mm day™” and 9.6 mm day™ for FI and 6.4 mm day™ for FD.
The molecular analysis ratified the morphological and cultural data, and the 51
isolates of Fusarium were grouped into three clades and compared with the
nucleotide sequences in the GenBank for each region or gene, except FD, rDNA IGS
region, which was not found the nucleotide sequence database. The similarities of
the isolates FO, Fl and FD ranged from 97 to 100% for the rDNA ITS region, from 94
to 100% for the rDNA IGS region, from 98 to 100% for the TEF-1a gene and from 95
to 100% for the H3 gene, and the specie Colleotrichum gloeosporioides as outgroup.

Keywords: fusariosis, rubber tree cultivation, fungi identification.
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1.1 INTRODUCAO

A seringueira é uma planta originaria da regido Amazonica, pertencente a familia
Euphorbiaceae (GONCALVES et al., 2002), de ciclo perene e destaca-se pelas suas
propriedades laticiferas, na producao de latex, matéria prima de importancia para as
industrias automobilisticas, pneumaticas e farmacéuticas, sendo a espécie Hevea
brasiliensis a mais produtiva economicamente (GOMES, 1981).

Em 2015, a producdo mundial de borracha natural atingiu 12.277 mil toneladas e
o cenario brasileiro foi responsavel por 2,6% do total produzido neste ano. Devido as
condi¢Oes favoraveis ao cultivo de seringueira, o estado de S&o Paulo se destaca na
produtividade brasileira, representando 57,1% do total produzido no pais (IRSG,
2017; IBGE, 2017).

Apesar da seringueira originar-se na América do Sul, 0 mercado produtivo da
heveicultura localiza-se, principalmente, nos paises asiaticos, que além das
vantagens climaticas para a cultura, sdo areas de evasao as doencas encontradas
em seu local de origem, como o mal das folhas, ocasionado por Microcyclus ulei. Ja
o estado de Sao Paulo representa uma area de escape ou evasdo dentro do
territério brasileiro para o mal das folhas.

Varios patégenos atacam a cultura trazendo prejuizos a produtividade de latex.
A fusariose, doenca acometida pelo fungo Fusarium spp., vem destacando-se pelo
aumento de arvores infectadas nos seringais paulistas nos ultimos anos. O fungo
pode penetrar na planta através de ferimentos ocasionados pela pratica da sangria,
sendo disseminado rapidamente, se ndo houver a esterilizacdo do material de corte.

Na literatura foram registrados os danos ocasionados por Fusarium spp.. Em
plantios na China, pesquisadores observaram danos de Fusarium oxysporum no
painel de sangria, representados por secrecdes marrons que interferiam na
produtividade do latex (LI et al., 2014). Jiang et al. (2015) notificaram sintomas de
podriddo do colo, causada por Fusarium venfricosum, caracterizados por necroses
nas cascas, que ao serem removidas, apresentavam um gel branco e sem odor, que
em situacbes mais extremas, ocasionava a morte das plantas. Sintomas de
Fusarium solani, em arvores no campo, caracterizaram-se por estriamento do painel
de sangria tornando-se marrom, as folhas caiam com o avanco das lesbGes e as
plantas estagnavam o crescimento (HUANG et al., 2016).

No Brasil, foi relatada a presenca de Fusarium decemcellulare em plantas

cultivadas no noroeste paulista. As lesdes tipicas para o ataque deste patégeno sao
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trincas no tronco das arvores, estendendo-se do porta-enxerto em dire¢do ao painel,
secando a regidao afetada. As lesdes na madeira possuem coloracdo avermelhada
na regido de sangria, que debilitam a planta, interferindo na extracdo do latex
(DORIA, 2012).

Devido as recentes ocorréncias dessa doenca nos seringais paulistas, poucas
literaturas sobre o patossistema Fusarium-seringueira sdo encontradas. Estudos
sobre o comportamento dos fungos e suas interacées com o hospedeiro tornam-se
importantes a fim de estabelecer estratégias para o manejo de doencas e
ferramentas na selecdo de genotipos resistentes para fins comerciais. Diante disso,
o trabalho teve por objetivo realizar a caracterizacdo morfolégica, cultural e
molecular de isolados de Fusarium spp. coletados em trés regides do estado de Sao

Paulo, Brasil.

1.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia Florestal
localizado no Departamento de Protecdo Vegetal, na Fazenda Experimental
Lageado, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu — S&o Paulo — Brasil e no
Laboratorio de Patologia de Plantas localizado na Tokyo University of Agriculture
and Technology, Fuchu — Téquio — Japao.

1.2.1 Coleta e isolamento dos isolados

As coletas dos isolados de Fusarium spp. foram realizadas em trés areas no
estado de S&o Paulo, Brasil, sendo duas areas de producdo de seringueira que
apresentavam a ocorréncia da fusariose. No total, foram coletados 51 isolados,
sendo 14 isolados provenientes de seringais da regido de Barretos-SP, 26 isolados
oriundos de seringais da regido de Pirajui-SP e 11 isolados coletados em pomares
de pesquisa na cidade de Botucatu-SP (Tabela 1).

O isolamento foi realizado a partir de fragmentos dos materiais coletados,
submetidos ao processo de desinfestagdo superficial em alcool 70% durante um
minuto, seguido de desinfestacdo em hipoclorito de sddio a 2% durante dois minutos
e, posteriormente, realizando-se a lavagem em agua destilada autoclavada e

secagem dos fragmentos em papel filtro autoclavado.
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Tabela 1 - Identificacdo dos isolados de Fusarium spp. coletados em seringueira no estado de Sao

Paulo.

Isolados de Fusarium spp.

ID do isolado

Hospedeiro

Local da coleta

Data da coleta

F1 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F2 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F3 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F4 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F5 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F6 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F7 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F8 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F9 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F10 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F11 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F12 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F13 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F14 Hevea brasiliensis Barretos-SP 19/02/2014
F15 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 12/03/2014
F16 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 12/03/2014
F17 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 12/03/2014
F18 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 12/03/2014
F19 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 12/03/2014
F20 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F21 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F22 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F23 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F24 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F25 Hevea brasiliensis Botucatu-SP 19/03/2014
F26 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F27 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F28 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F29 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F30 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F31 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F32 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F33 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F34 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F35 RRIM 600 Pirajui-SP 08/07/2014
F36 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F37 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F38 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F39 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F40 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F41 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F42 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F43 GT1 Pirajui-SP 08/07/2014
F44 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F45 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F46 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F47 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F48 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F49 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F50 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014
F51 PB 235 Pirajui-SP 08/07/2014

Os fragmentos esterilizados foram depositados em meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar) e mantidos sob condicées controladas de temperatura e fotoperiodo
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(25 £ 1° C em fotoperiodo alternado de 12 horas) para o crescimento das coldnias.
ApOs a observacdo do crescimento micelial de Fusarium spp., a partir dos
fragmentos, foram repicados para o meio BDA para purificacdo e preservados pelo

método Castellani.

1.2.2 Obtencéo dos isolados monosporicos

Os isolados mantidos em meio de cultura BDA foram purificados, de acordo com
a técnica de cultivo monospérico de Fernandez (1993). Foram transferidas
fragmentos de micélio de Fusarium spp. para o meio de cultura BDA e decorridos 10
dias de incubacéo dos isolados e presenca de esporulacao, adicionaram-se 5 mL de
agua destilada autoclavada, agitando-se com o auxilio de uma alca de Drigalski e
plagueando-as para placas de Petri contendo meio de cultura agar. As placas foram
vedadas e acondicionadas em camara de incubacdo BOD a 25° C. Apés 24 horas,
0S esporos que germinaram isoladamente foram observados em microscoépio 6ptico,
sendo selecionados e repicados para trés placas de Petri contendo meio de cultura
BDA com o auxilio de agulhas descartaveis. As placas foram mantidas sob
incubacéo a 25° C e fotoperiodo de 12 horas.

Os isolados monosporicos e multisporicos obtidos foram preservados pelo
método Castellani e método de criopreservacdo e encontram-se armazenados na
Micoteca do Departamento de Protecdo de Plantas, da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, FCA/Unesp, Campus Botucatu e na Micoteca “Mario Barreto
Figueiredo”, do Instituto Bioldgico de S&o Paulo (ID micoteca de 01/17 a 51/17 para

todos os isolados).

1.2.3 Caracterizacdo patogénica dos isolados

Os isolados obtidos nas coletas foram submetidos aos testes de patogenicidade
em mudas de seringueira a fim de confirmar a agressividade destes as plantas. A
metodologia utilizada para o teste consistiu em realizar uma incisdo no caule da
planta, entre a casca e o lenho, com o auxilio de um furador de 7 mm de diametro
(Fig. 1A e B), depositando-se um disco de miceélio do fungo com sete dias de idade e
0,5 cm de diametro (Fig. 1C), totalizando uma inoculagdo por planta. O local
inoculado foi coberto com algoddo umedecido com agua destilada autoclavada (Fig.
1D) e envolto por uma fita adesiva com o intuito de proteger contra a dessecacgao

(Fig. 1E), permanecendo coberto até o momento da leitura dos dados (Figura 1).
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O material clonal utilizado para as inoculagdes foi 0 RRIM 600 (clone padréo),
sendo utilizadas cinco plantas de seringueira para cada isolado de Fusarium spp.. A
inoculacdo procedeu-se em plantas enxertadas com sete meses de idade (com um
ou dois lancamentos foliares). A testemunha absoluta foi inoculada apenas com o
disco contendo o meio de cultura BDA sem o fungo e as testemunhas utilizadas
como controles negativos consistiram de dois isolados de Fusarium oxysporum,

sendo um nao patogénico (Fo304) e um patogénico (F880621a-1) a tomate.

Figura 1 - Procedimentos utilizados para o teste de patogenicidade em mudas de seringueira do clone
RRIM 600. A e B. Abertura no caule com o auxilio de um furador de 7 mm de diametro; C. Deposi¢ao
do disco com meio de cultura BDA de 5 mm de didmetro contendo o fungo; D. Local inoculado envolto
por algoddo umedecido e E. Planta inoculada.

As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetagcédo, sob condi¢cdes
controladas de temperatura (25°C) e foram avaliadas 60 dias apés as inoculagbes. A
avaliacao foi do tipo destrutiva, ou seja, cortou-se o caule no sentido longitudinal
para verificar a ocorréncia de lesdes e a leitura dos dados foi obtida através de uma
régua milimetrada. Sintomas ndo foram observados na parte aérea durante o
experimento. Em seguida, os fragmentos vegetais contendo lesdes de cada isolado
foram reisolados em meio de cultura BDA a fim de confirmar a patogenicidade dos
isolados fungicos. As analises estatisticas foram realizadas através do Teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.

1.2.4Caracterizacdo morfologica e cultural dos isolados

A caracterizacdo morfolégica dos isolados baseou-se na taxonomia de Fusarium
spp. de Leslie e Summerell (2006) e ilustracdes de Komada, Ogawa e Aoki (2011).
Os caracteres avaliados foram: a taxa de crescimento micelial, presenca ou
auséncia de esporodoquio e clamidosporos, formacéo das fialides e conidiogénese e
a forma, tamanho e numero de septos dos macroconidios e microconidios ou
mesoconidios (Figura 2). A coloragéao das colonias foi observada como um caractere

complementar.
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O experimento para obtengdo da taxa de crescimento micelial dos isolados
consistiu em repicar discos de agar contendo micélios de 7 mm de didmetro para o
centro das placas de Petri contendo o meio de cultura BDA a fim de observar o
crescimento do patdgeno. As placas foram mantidas sob incubacdo a 25° C no
escuro. Foram utilizadas quatro repeticbes para cada isolado e as medidas foram
obtidas diariamente nos sentidos longitudinal e transversal até o fechamento da
primeira placa de cada fungo. Com estes dados, foram obtidos os diametros médios
diarios de crescimento das col6nias, sendo base para calcular a taxa de crescimento
médio. O indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) foi obtido pela
férmula de IVCM =} (D - Da)/N, sendo D: o diametro médio atual da colbnia; Da: o
diametro médio da colénia do dia anterior; N: numero de dias apds a incubacao
(OLIVEIRA, 1991).

Para a avaliagcdo do esporodoquio, clamidosporos, fialides, macroconidios e
microconidios ou mesoconidios, foram utilizados o meio de cultura Synthetic Nutrient
Low Agar (SNA) e as placas foram mantidas sob incubacéo a 25° C no escuro.

A presenca ou auséncia de esporodéquio e clamidosporos foram observadas
semanalmente até as colénias completarem 21 dias. Foi considerado esporoddquio
presente, aqueles isolados que produziram esta estrutura, que quando isolada e
observada em microscépio Optico, continha uma grande massa de macroconidios.

Os clamidosporos foram observados em microscépio Optico, considerados
presentes aqueles isolados que continham a producédo destes esporos de resisténcia
nas hifas, sendo classificados em Unicos, em pares ou em cadeia.

A formacgéo de fialides e conidiogénese das colbnias foi observada entre 21 e 25
dias apds a incubacdo e o experimento consistiu em recortar pedacos do meio de
cultura SNA contendo a formacédo micelial, depositados sob uma lamina de vidro
para observacdo em microscépio Optico. As fialides foram classificadas em
monofialides ou polifialides e a conidiogénese em falsa-cabeca, Unico ou em cadeia.

As avaliagcdes do formato (Figura 2), tamanho e numero de septos dos
macroconidios e microconidios ou mesoconidios foram realizadas em colénias com
7 a 10 dias de idade, em meio de cultura SNA. Os macroconidios, quando formados
em esporodéquio, e 0os microconidios ou mesoconidios foram observados em
microscoépio 6ptico BIOREVO BZ-9000, sendo medidos o comprimento e largura em
micrbmetro (um) de 100 esporos para cada isolado (50 macroconidios e 50

microconidios ou mesoconidios).
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Figura 2 - Morfologia dos esporos utilizada na identificacdo de espécies de Fusarium. A-D: Forma
macroconidial. A. Tipico macroconidio de Fusarium. Célula apical a esquerda, célula basal a direita.
B. Macroconidio delgado, reto, quase em forma de agulha, p. ex., F. avenaceum. C. Macroconidio
com curvatura dorsiventral, p. ex., F. equiseti. D. Macroconidio com lado dorsal mais curvado que o
ventral, p. ex., F. crookwellense. E-H: Formas das células apicais dos macroconidios. E. Abrupto, p.
ex., F. culmorum. F. Papilar, p. ex., F. sambucinum. G. Curvado, p. ex., F. lateritium. H. Afunilado, p.
ex., F. equiseti. I-L: Formas das células basais dos macroconidios. |. Formato de pé, p. ex., F.
crookwellense. J. Formato de pé alongado, p. ex., F. longipes. K. Distintamente entalhado, p. ex., F.
avenaceum. L. Mal entalhado, p. ex., F. solani. M-T: Forma microconidial. M. Oval. N. Oval de duas
células. O. Oval de trés células. P. Reniforme. Q. Obovdide com a base truncada. R. Piriforme. S.
Napiforme. T. Globoso. llustrac@o de Leslie e Summerell (2006).

1.2.5 Caracterizagdo molecular dos isolados

A extracdo de DNA dos isolados monospéricos foi realizada através do Protocolo
de Saitoh et al. (2006) que consistiu em extrair fragmentos miceliais dos isolados,
mantidos em meio de cultura BDA com 10 dias de idade, com auxilio de um palito,
depositando-os na parede de eppendorf contendo 500 pL de tampéao de lise (400
mM Tris-HCL pH 8.0; 60 nM EDTA pH 8.0; 150 nM NaCl; 1% SDS). Os fragmentos
foram homogeneizados através de um pistilo cénico esterilizado e ficaram em
descanso por dez minutos.

Decorrido o tempo de espera, adicionou-se ao eppendorf 150 uL de Acetato de
Potassio pH 4.8 (60 nM 5M acetato de potassio; 11,5 mL acetato; 100 mL agua
esterilizada), seguindo-se homogeneizacdo vigorosa em vortex. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 15.000 for¢a g por cinco minutos a 4°C. Removeu-
se apenas a parte liquida e acrescentou-se 750 pL de etanol 99,5%,
homogeneizando levemente para purificar as amostras. Estas foram submetidas a

centrifugagéo a 15.000 forga g por dez minutos a 4°C. Removeu-se o sobrenadante
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e acrescentou-se 1.000 pL de etanol 70% para a limpeza das amostras. Novamente,
foram centrifugadas a 15.000 forca g por cinco minutos a 4°C e, em seguida,
removeu-se todo o sobrenadante.

As amostras foram secas no secador Eyela Centrifugal Evaporator CVE-2000
por 15 minutos e, posteriormente, adicionou-se 50 pL de agua MilliQ em cada
amostra. A quantidade de DNA de cada isolado foi quantificada em Nanodrop e as
amostras foram mantidas em freezer a -30°C.

A analise PCR consistiu em preparar as amostras utilizando a enzima Ex Taq
polimerase (0,05 pL), tampéo 10x (1 pL), dNTP (0,2 pL), 7,35 pL de agua MilliQ e os
primers ITS1 e ITS4, FIGS 11 e FIGS 12 (F. oxysporum e F. incarnatum), CNL12 e
CNS1 (F. decemcellulare), Ef-1 e Ef-2 e H3-1a e H3-1b (0,2 pL/forward e 0,2
uL/reverse), valores para cada amostra de 1uL DNA.

Para a amplificagdo do DNA, utilizou-se o termociclador Takara PCR Thermal
Cycler Dice e as condicGes termais foram ajustadas para cada primer e para cada
espécie de Fusarium spp. (Tabela 2).

Em seguida, 1 pL do produto PCR de cada isolado foi adicionado em gel de
agarose (0,8%), juntamente com 4 pL de TAE e 1 yL do corante 6x Dye Phenol Blue,
a amostra negativa consistiu apenas do produto PCR contendo agua MilliQ e os
marcadores Ladder 100 bp e 1 kb foram utilizados. A reagdo ocorreu em cuba
eletroforética a 135 V por 20 minutos, sendo em seguida, o gel mergulhado em
brometo de etidio por 15 minutos para a visualizacao das bandas.

O preparo das amostras para sequenciamento consistiu em duas etapas:
ExoSAP (a fim de eliminar a presenca dos primers e dNTP) e Big Dye. O preparo
para a fase ExoSAP consistiu em utilizar 5 yuL do produto PCR para 2 yL da ExoSAP
com um ciclo, em termociclador, de 37°C por quinze minutos e 80°C por quinze
minutos. O preparo para a fase Big Dye utilizou 1 pL da amostra DNA, Ready
Reaction Premix Big Dye (0,5 yL), Big Dye Sequencing Buffer (2 uL), primers (1 uL)
e agua MilliQ (5,5 uL), preparados para cada primer forward e reverse e a fase no
termociclador consistiu em um ciclo de 96°C por um minuto, seguido de 25 ciclos de
96°C por dez segundos, 50°C por cinco segundos e 60°C por quatro minutos.

Apos a fase Big Dye, as amostras foram submetidas a fase etanol que consiste
em purificar e limpar o DNA para o sequenciamento. Portanto, em tubos eppendorf,
para cada amostra foram adicionados 2,5 puL de EDTA, 30 pL de etanol 99,5% e 10

puL de DNA, as amostras ficaram em descanso por quinze minutos e foram
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centrifugadas a 15.000 forca g por 20 minutos a 4°C. Removeram-se 0S
sobrenadantes e adicionaram-se 100 pL de etanol 70% procedendo-se novamente a
centrifugacédo das amostras a 15.000 forca g por 15 minutos a 4°C. Removeram-se
0s sobrenadantes. As amostras foram secas em secador por 15 minutos, sendo
adicionados, em seguida, 10 pL de HiDi formamide. As amostras foram
homogeneizadas em vortex por cinco minutos e mantidas em refrigerador a 4°C.

Na literatura, ndo foram encontrados primers da regido rDNA IGS desenhados
para a espécie F. decemcellulare. Por isso, foi realizada a clonagem do DNA dos
isolados, utilizando os primers universais para Fusarium (CNL12 e CNS1). Para a
clonagem, foi utilizado o kit pGEM-T Easy Vector Systems, Promega, EUA e para
purificacdo o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega,
EUA. ApoOs este passo, foi desenhado os primers para os isolados de F.
decemcellulare (IGS_Fd f e IGS _Fd _r). Para prosseguir as andlises de PCR e
sequenciamento, alguns isolados precisaram ser combinados com o0s primers
universais, sendo que a combinacdo utilizada foi CNL12 e IGS_Fd r. Ainda
utilizando essa combinacdo, alguns isolados precisaram ser purificados. A
metodologia consistiu na utilizagdo do kit de purificacdo Wizard® SV Gel e PCR
Clean-Up System, Promega, EUA que ap0s a extracdo das bandas de interesse e
purificacdo, essas amostras foram submetidas ao sequenciamento. O mesmo
aconteceu para quatro isolados de F. decemcellulare para a regido H3, que também
foram purificados.

Para o sequenciamento, as amostras em eppendorf foram homogeneizadas e o
DNA foi submetido a desnaturacdo a 95° C por dois minutos. Em seguida, aliquotas
de 10 pL foram depositadas em placa para PCR e centrifugadas cuidadosamente
para ndo formar bolhas de ar ou goticulas nas paredes dos pocos, prejudicando a
leitura dos dados através dos capilares. Em seguida, as amostras foram submetidas
as analises pelo sequenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para a

obtencao das sequéncias genéticas.



Tabela 2 - Os nucleotideos primers utilizados neste estudo.

. a . Gene alvo / - o Tamanho a
Primers Sequéncia (5’- 3’) regiso Condicdes térmicas dqs Referéncias
amplicons
ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 rDNA ITS 5954t"c<::320m_in7;23% x1(94°9 712T<i:n;7 c50 b WHITE et al.
ITS4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 'DNA ITS s 72°C L min); P (1990)
FIGS11 5 GTAAGCCGTCCTTCGCCTCG 3 rDNA IGS 94°C 2 min; 25 x (94°C 30's; 700 bp KASHIWA et al.
FIGS12 5 GCAAAATTCAATAGTATGGC 3 rDNA IGS 56°C 30's; 72°C 30 s); 72°C 7 min (2013)
CNL12 5" CTGAACGCCTCTAAGTCAG 3 rDNA IGS 94°C 2 min; 25 x (94°C 30 s; 56 - 26 kb APPEL e
CNS1 5 GAGACAAGCATATGACTACTG 3’ rDNA IGS 60°C 30's; 72°C 30 s); 72°C 7 min ’ GORDON (1996)
IGS_Fd_f 5 CAGTCTGGCTATAGGGTAAGCTAG & rDNA IGS 94°C 2 min; 25 x (94°C 30 s; 56_- 500 bp )
IGS_Fd_r 5 GACCTAGACTGACTAAACCGACC 3’ rDNA IGS 60°C 30 s; 72°C 30 s); 72°C 7 min
Ef-1 5 ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC 3’ TEF1-a 94°C 2 min; 25 x (94°C 30 s; 750 bp O’DONNELL et
Ef-2 5 GGA(G/A)GTACCAGT(C/G)ATCATGTT 3’ TEF1-a 60°C 30 s; 72°C 30 s); 72°C 7 min al. (1998)
H3-1a 5 ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG 3’ Histona H3 94°C 2 min: 30 x (94°C 30 s; 60- c00 b 5 C?NLAALSDSS% .
H3-1b 5 GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT 3’ Histona H3 64°C 30 s; 72°C 30 s); 72°C 7 min P (1995)

LE
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As sequéncias obtidas foram trabalhadas no Programa Genetyx-MAC
ver.10.1/13 a fim de selecionar a regido gendmica de interesse de cada isolado
abrangida pelos primers. As sequéncias finais foram alinhadas pelo Programa
ClustalX e a construcdo da arvore filogenética, através do Programa Mega, foi
realizada pelo método estatistico Neighbor-Joining Tree, com 1.000 repeti¢cdes de
bootstrap utilizando o Método Kimura-2 parameter para a regido rDNA ITS, regido
rDNA IGS, gene TEF-1a e gene H3. Para a construgao da arvore filogenética com os
dados combinados, utilizaram-se as sequéncias genéticas das regides rDNA IGS,

gene TEF-1a e gene H3, respectivamente.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Caracterizacdo patogénica, morfoldgica e cultural dos isolados

Todos os isolados de Fusarium spp. foram patogénicos as mudas de
seringueiras do clone RRIM 600. Os resultados para os caracteres morfoldgicos
forma, tamanho e numero de septos dos macroconidios e microconidios ou
mesoconidios encontram-se na Figura 3 e Tabelas 3 e 4, taxa de crescimento
micelial, presenca ou auséncia de esporodoquios e clamidésporos e formacao das
fialides e conidiogénese encontram-se nas Figuras 7, 8, 9 e 10 e Tabela 5, sendo
gue a coloracéo das coldnias foi observada como caractere complementar (Figuras
4,5 e 6).

De acordo com o manual de identificacdo de Fusarium de Leslie e Summerell
(2006), os isolados F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F10, F11, F12, F14 e F22 foram
classificados como Fusarium oxysporum e a forma do macroconidio da espécie foi
classificada como “A” (macroconidio em formato tipico de Fusarium), “B”
(macroconidio delgado, reto, em formato de agulha) e “D” (macroconidio com o lado
dorsal mais curvado que o ventral) (Figura 3-A). O tamanho médio dos
macroconidios variou entre 20,14 — 35,12 — 44,99 ym de comprimento e 3,83 — 4,24
— 5,10 ym de largura, a média do numero de septos foi 3 (variando de 1 a 6). As
células apicais classificaram-se como abrupta, papilar ou curva e as ceélulas basais
como mal entalhada, distintamente entalhada ou em formato de pé. A forma do
microconidio variou entre oval, ovoide ou reniforme, o nimero de septos, quando
presentes, variou de 0 a 1 e o tamanho médio dos microconidios variou entre 8,38 —

10,35 - 12,61 pm de comprimento e 2,78 — 3,38 — 3,86 um de largura. Os caracteres
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morfolégicos quanto a forma, o tamanho e o numero de septos dos conidios para a
espécie Fusarium oxysporum corroboram os dados morfolégicos para esta espécie
encontrados em cereja doce (URBEZ-TORRES et al., 2016), em feijao-caupi
(VELOSO, 2013), em goiaba (HUSSAIN et al., 2012), em dendezeiro (SUWANDI;
AKINO; KONDO, 2012) e em papoula da Islandia (GARIBALDI et al., 2012).

Os isolados F9, F13, F18 e F19 foram classificados como pertencentes a
espécie Fusarium incarnatum. A forma do macroconidio foi classificada como “A”
(macroconidio em formato tipico de Fusarium), “B” (macroconidio delgado, reto, em
formato de agulha) e “D” (macroconidio com o lado dorsal mais curvado que o
ventral) (Figura 3-B). O tamanho médio dos macroconidios variou entre 24,92 —
37,34 — 52,95 ym de comprimento e 3,55 — 3,92 — 4,17 ym de largura, a média do
namero de septos foi 3 (variando de 3 a 6). As células apicais classificaram-se como
abrupta, papilar ou curva e as células basais como mal entalhada, distintamente
entalhada ou em formato de pé. A forma do mesoconidio € fusoide, o nimero de
septos variou de 1 a 3 e o tamanho médio dos mesoconidios variou entre 18,32 —
19,48 — 20,79 ym de comprimento e 3,07 — 3,37 — 3,68 ym de largura. Para a
espécie Fusarium incarnatum (sin.: Fusarium semitectum), as literaturas
apresentaram resultados similares a estes caracteres, como em dendezeiro
(SUWANDI; AKINO; KONDO, 2012), em nogueira comum (BELISARIO et al., 2010)
e em pitaia (HAWA; SALLEH; LATIFFAH, 2010). Esta espécie pode apresentar
microconidios ou mesoconidios. Neste trabalho foram observados, apenas, a
presenca dos mesoconidios de F. incarnatum, em conformidade com demais
trabalhos que observaram a auséncia dos microconidios para essa espécie (sin.:
Fusarium semitectum) (RODRIGUES; MENEZES, 2005; ELMER; MARRA, 2011;
LEZCANO; MARTINEZ; ALONSO, 2012; GARRO, 2013; MALI et al., 2016).

Os demais isolados (F15, F16, F17, F20, F21, F23 ao F51), foram classificados
como Fusarium decemcellulare, que apresentaram a forma do macroconidio
classificada como “A” (macroconidio em formato tipico de Fusarium) (Figura 3-C). O
tamanho médio dos macroconidios variou entre 70,79 — 83,88 — 94,85 uym de
comprimento e 5,70 — 6,45 — 7,47 ym de largura, o numero de septos variou entre 6
a 10. As células apicais classificaram-se como abrupta, papilar ou curva e as células
basais como mal entalhada, distintamente entalhada ou em formato de pé. A forma
do microconidio variou entre oval e ovoide, com exce¢do do isolado F51, que

apresentou além da forma oval, também piriforme e globoso, o nimero de septos,
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quando presentes, variou de 0 a 1 e o tamanho médio dos microconidios variou
entre 8,82 — 9,74 — 10,83 ym de comprimento e 3,52 — 3,93 — 4,67 ym de largura. Os
caracteres morfoldégicos dos conidios encontrados para Fusarium decemcellulare
foram equivalentes as fusarioses em pinheiro-budista (DUAN; GUO; DUAN, 2014),
em cacaueiro (SFALSIN, 2012) e em mangueira (PLOETZ; VAZQUEZ; BENSCHER,
1996).

Figura 3 - Morfologia dos conidios. A. Fusarium oxysporum (barra: 20 ym); B. Fusarium incarnatum
(barra: 40 ym); C. Fusarium decemcellulare (barra: 60 pym). llustracdes de Komada; Ogawa e Aoki

(2011).
»\

A B C

e Ko
— S

254 m

(Komada; Ogawa; Aoki, 2011)

A pigmentacéo ou coloracdo das colbnias € observada como uma caracteristica
secundaria ou complementar na identificacdo de espécies de Fusarium. As
condicbes de cultivo e 0 meio de cultura sdo relevantes para a producdo de
pigmentos que, em geral, 0 meio de cultura BDA e o fotoperiodo de 12 horas séo
adotados para estes fins. Portanto, este caractere, geralmente, ndo € diagnosticavel,
salvo excecdes de algumas espécies, como F. thapsinum, em que o pigmento
amarelo é caracteristico (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Neste estudo, a coloracdo
das colonias, observada aos 10 dias, em meio de cultura BDA, variou de branco a
violeta claro e violeta escuro para os isolados de F. oxysporum (VELOSO, 2013), de
bege a marrom claro, para F. incarnatum (GAI et al, 2016) e em magenta claro,
magenta a magenta escuro para isolados de F. decemcellulare (SFALSIN, 2012)
(Figuras 4, 5 e 6).



Figura 4 - Coloracéo das colbnias dos isolados de Fusarium oxysporum (frente e verso) em meio de cultura BDA aos 10 dias.
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Figura 5 - Coloracéo das colbnias dos isolados de Fusarium incarnatum (frente e verso) em meio de cultura BDA aos 10 dias.
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Figura 6 - Coloracao das colbnias dos isolados de Fusarium decemcellulare (frente e verso) em meio de cultura BDA aos 10 dias.
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Tabela 3 - Tamanho, forma e nimero de septos dos macroconidios de 51 isolados de Fusarium spp. em colénias de 7 a 10 dias.

Macroconidios

isolados Compl' Largé Forma Septos Célula Apical Célula Basal
(gm) (gm)

F1 3450 e 4,15 c A 3a4 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F2 3437 e 4,21 c A 3a4 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F3 4499 ¢ 4,81 e AeB 2a6 Abrupta - Papilar Formato de Pé e Mal Entalhada
F4 4297 ¢ 4,15 c A 3ab Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F5 3539 e 3,93 b A 2a3 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F6 3893 f 4,12 c AeD 3 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada
F7 3281 e 4,20 c AeD 3 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F8 40,95 f 5,10 f A 3ab Abrupta - Papilar - Curva Formato de Pé e Mal Entalhada
F9 2492 b 3,55 a AeD 3 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada
F10 40,53 f 3,83 b A 3a4 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F11 26,95 ¢ 3,96 b A 2a3 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F12 31,23 d 3,98 b A 3a4 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F13 30,32 d 4,13 c AeD 3ab Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F14 3280 e 4,21 c A 3 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada
F15 84,60 | 7,47 I A 6a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F16 85,93 | 7,40 I A 7al0 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F17 83,27 | 6,65 i A 6a8 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F18 41,18 f 4,17 c A 4ab5 Abrupta - Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F19 5295 h 3,81 b AeB 4a6 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F20 79,45 6,47 i A 6a8 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F21 81,01 j 6,62 i A 6a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F22 20,14 a 4,46 d D la3 Abrupta - Papilar Mal Entalhada
F23 83,61 | 6,11 h A 6a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F24 83,48 | 6,45 i A 7a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F25 80,80 j 6,37 i A 6alo Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F26 76,35 i 6,16 h A 6a8 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé

o



Macroconidios

isolados Compl' Largé Forma Septos Célula Apical Célula Basal
(gm) (gm)

F27 89,23 m 6,00 h A 6a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F28 90,27 m 6,19 h A 6a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F29 89,44 m 6,21 i A 7al0 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F30 87,76 m 6,56 j A 7a9 Papilar Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F31 86,28 | 6,86 j A 6al0 Papilar - Curva Distintamente Entalhada
F32 81,81 j 5,93 g A 7a9 Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada
F33 72,70 i 6,29 i A 6a9 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F34 94,16 m 6,95 j A 6al0 Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F35 86,47 | 6,53 j A 7a9 Abrupta - Papilar Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F36 9485 m 6,66 j A 7a9 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F37 9262 m 6,29 i A 7a9 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F38 89,03 m 6,50 i A 7a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F39 84,98 | 6,45 i A 6a9 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F40 84,95 | 6,12 h A 6a9 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F41 89,43 m 6,49 i A 7al0 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F42 70,79 i 6,42 i A 6a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F43 84,74 | 6,20 h A 7al0 Papilar - Curvo Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F44 79,02 6,44 i A 6a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F45 85,66 | 6,76 j A 6a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F46 84,19 | 6,61 j A 7al0 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F47 82,06 ] 6,47 i A 6a9 Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F48 80,50 ] 6,29 i A 7a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F49 80,64 ] 6,39 i A 6a9 Papilar - Curva Distintamente Entalhada e Formato de Pé
F50 74,44 i 6,19 A 6a9 Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé
F51 77,41 i 5,70 g A 6all Abrupta - Papilar - Curva Distintamente e Mal Entalhada e Formato de Pé

12 Médias do comprimento e largura de 50 macroconidios. CV;: 6,43; CV,: 5,72. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade (dados transformados em 0,5 Vx).

YAY
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Tabela 4 - Tamanho, forma e numero de septos dos microconidios ou mesoconidios de 51 isolados
de Fusarium spp. em colénias de 7 a 10 dias.

Microconidios ou Mesoconidios

Isolados Comp. (um)* I(‘uar:gé Forma Septos
F1 8,38 a 280 a Oval 0
F2 8,59 a 327 c Oval Oal
F3 9,71 c 333 ¢ Oval 0
F4 11,45 e 345 d Oval 0
F5 11,62 e 384 e Oval - Reniforme 0
F6 10,47 d 345 d Oval - Ovoide - Reniforme 0
F7 9,40 b 324 ¢ Oval - Reniforme 0
F8 12,61 f 386 e Oval Oal
F9 18,64 g 307 b Fusoide la3
F10 10,78 d 340 ¢ Oval 0
F11 10,46 c 339 ¢ Oval Oal
F12 10,07 c 342 d Oval - Ovoide 0
F13 18,32 g 317 c Fusoide la3
F14 11,87 e 374 e Oval Oal
F15 10,52 d 4,67 i Oval - Ovoide Oal
F16 10,27 d 427 g Oval Oal
F17 9,91 c 416 g Oval Oal
F18 20,79 h 368 d Fusoide la3
F19 20,15 h 354 d Fusoide la3
F20 8,99 b 379 e Oval 0
F21 9,28 b 399 f Oval 0
F22 9,18 b 278 a Oval 0
F23 10,43 d 395 f Oval Oal
F24 9,08 b 352 d Oval 0
F25 9,16 b 366 e Oval 0
F26 9,21 b 367 e Oval 0
F27 9,70 c 384 f Oval 0
F28 9,81 c 390 f Oval Oal
F29 9,70 c 386 f Oval 0
F30 9,58 c 3,78 e Oval Oal
F31 8,82 a 360 e Oval Oal
F32 9,32 b 377 e Oval Oal
F33 9,15 b 373 e Oval 0
F34 10,45 d 418 g Oval - Ovoide Oal
F35 9,77 c 404 g Oval 0
F36 10,83 d 420 g Oval Oal
F37 10,41 d 399 f Oval Oal
F38 9,85 c 3,74 e Oval 0
F39 9,96 c 39 f Oval Oal
F40 10,32 d 396 f Oval Oal
F41 9,99 c 402 g Oval Oal
F42 9,66 c 406 g Oval 0
F43 9,79 c 393 f Oval 0
F44 9,60 c 395 f Oval Oal
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Microconidios ou Mesoconidios

Larg.

Isolados  comp. (um)* (um)? Forma Septos
F45 10,05 c 435 h Oval Oal
F46 9,53 c 3,79 e Oval 0
F47 9,63 c 39 f Oval 0
F48 9,59 c 381 e Oval 0
F49 9,98 c 384 f Oval 0
F50 9,67 c 372 e Oval Oal
F51 9,10 b 379 e Oval - Piriforme - Globoso Oal

12 Médias do comprimento e largura de 50 microconidios ou mesoconidios. CV;: 3,20; CV,: 6,97. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade (dados transformados em 0,5 Vx).

Outro caractere secundario utilizado é a taxa de crescimento micelial ou IVCM
(indice de Velocidade de Crescimento Micelial), que consiste em medicdes
diametrais diarias das colonias em placas de Petri com meio de cultura BDA a 25°
ou 30°C. Apesar de secundario, esse caractere € importante para fins de
comparacao, pois tém-se espécies que crescem mais rapido ou devagar que outras
(LESLIE; SUMMERELL, 2006). Neste trabalho, os indices de velocidade de
crescimento micelial médios obtidos para cada isolado foram de 12,0 mm dia™ para
isolados de Fusarium oxysporum, 14,5 mm dia® e 9,6 mm dia™ para isolados de
Fusarium incarnatum e 6,4 mm dia™ para isolados de Fusarium decemcellulare
(Figura 7).

Figura 7 - indice de Velocidade de Crescimento Micelial de Fusarium spp. em meio de cultura BDA
(batata dextrose agar).
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Isolados de Fusarium spp.

Valor de IVCM préximo foi encontrado para F. oxysporum em feijdo, 11 mm dia™
(VELOSO, 2013). A espécie F. incarnatum apresenta duas variantes de IVCM de
14,5 mm dia™* para dois isolados coletados em Barretos-SP (F9 e F13) e de 9,6 mm
1

dia” para dois isolados coletados em Botucatu-SP (F18 e F19). Resultado

semelhante foi encontrado para Fusarium semitectum, em cereais, em que



50

dividiram-se os isolados em dois morfotipos (A: 6 a 10 mm dia™ e B: 10 a 14 mm dia’
1Y (EBADI; RIAHI, 2013), estes resultados podem ser visualizados nas anélises
filogenéticas que diferenciaram os dois morfotipos encontrados para esta espécie.
J4 a espécie F. decemcellulare apresentou a menor velocidade de crescimento
dentre os isolados. Resultado semelhante foi observado para F. decemcellulare em
cacaueiro com ICVM médio de 5 mm dia™ (POLETTO et al., 2006).

Para os isolados de Fusarium oxysporum, ndo foram observados os
esporoddquios. Em Fusarium incarnatum, os esporodoquios, quando presentes,
eram formados por uma coloracdo branca. Os isolados de Fusarium decemcellulare
apresentaram esporodoquio amarelo (com excecao do isolado F51, que foi ausente)
(Figura 8). Os mesmos resultados foram encontrados para auséncia de
esporoddquios em Fusarium oxysporum em feijdo (VELOSO, 2013) e presenca
destas estruturas em Fusarium incarnatum em cereais e em Fusarium
decemcellulare em mangueira (EBADI; RIAHI, 2013; PLOETZ, VAZQUEZ,
BENSCHER, 1996).

Figura 8 - Esporodoquios ausentes em A e B. Fusarium oxysporum e presentes em C e D. Fusarium
incarnatum e E e F. Fusarium decemcellulare em meio de cultura SNA aos 21 dias.

Os clamidésporos encontrados para F. oxysporum, F. incarnatum e F.
decemcellulare foram do tipo Unico, duplo ou em cadeia, sendo o tipo Unico, 0 mais
comumente encontrado para a ultima espécie (Figura 9). Os tipos de clamidosporos

Unico, duplo e em cadeia sdo caracteristicos para F. oxysporum e F. incarnatum
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(VELOSO, 2013; EBADI; RIAHI, 2013). Para F. decemcellulare, € mais comumente
encontrado clamidésporos do tipo Unico (POLETTO et al.,, 2006), porém, também
podem ser observados clamidésporos do tipo duplo (DORIA, 2012) e, mais

raramente, em cadeia, como foi observado neste trabalho.

Figura 9 - Tipos de clamiddsporos dos isolados de Fusarium spp. em meio de cultura SNA aos 21
dias. A — C: Clamidésporos tipo Unico, duplo e em cadeia em Fusarium oxysporum; D — F:
Clamidoésporos tipo Unico, duplo e em cadeia em Fusarium incarnatum; G — I: Clamiddsporos tipo
Gnico, duplo e em cadeia em Fusarium decemcellulare. Barras: 20 um.

BN o ) = 05[] |

A formacdo conidiogénica dos microconidios (fialides e conidiogénese) de F.
oxysporum deu-se em monofialides em falsa-cabecas. J4 para F. incarnatum, a
conidiogénese deu-se em conidios Unicos em monofialides e polifialides, com uma
aparéncia de “orelha de coelho”, tipica desta espécie. Em F. decemcellulare, a
conidiogénese deu-se em monofialides em cadeia. Estes resultados corroboram os
dados encontrados na literatura (PLOETZ; VAZQUEZ; BENSCHER, 1996; HAWA,
SALLEH; LATIFFAH, 2010; KOMADA; OGAWA; AOKI, 2011; SFALSIN, 2012;
SUWANDI; AKINO; KONDO, 2012; VELOSO, 2013; EBADI; RIAHI, 2013). Foram
acrescentados ao meio de cultura SNA, pedacos de papel de filtro (1 cm?) a fim de

estimular o crescimento das fialides e conidiogénese (Figura 10).
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Figura 10 - Fialides e conidiogéneses dos isolados de Fusarium spp. em meio de cultura SNA aos 21
dias. A: Monofialide curta em falsa-cabeca em Fusarium oxysporum; B e C: conidios Unicos em
mono e polifialide em Fusarium incarnatum; D: Monofialide em cadeia em Fusarium decemcellulare.
(A, B e C. barras: 20 ym, D. barra: 50 ym). llustragbes de Leslie e Summerell, 2006 e Komada,;
Ogawa e Aoki, 2011.

(Leslie; Summerell, 2006; Komada; Ogawa; Aoki, 2011)
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Tabela 5 - Dados morfoldgicos de 51 isolados de Fusarium spp.. Presenca ou auséncia de

esporodoquio, tipos de clamiddsporos e tipos de fialides e formacgéo conidiogénica dos
microconidios em meio de cultura SNA (Sintetic Low Nutrient Agar) aos 21 dias.

Meio de Cultura SNA

Isolados Esporodéquio” Clamidésporos® Fialides® Conidiogénese’
F1 - Unico, duplo e em cadeia Monofialide curta Falsa-cabeca
F2 - Unico, duplo e em cadeia Monofialide curta Falsa-cabeca
F3 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F4 - Unico, duplo e em cadeia Monofialide curta Falsa-cabeca
F5 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F6 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F7 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F8 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F9 - Unico, em cadeia Mono e Polifialide Unico
F10 - Unico Monofialide curta Falsa-cabeca
F11 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F12 - Unico, duplo e em cadeia Monofialide curta Falsa-cabeca
F13 branco Duplo, em cadeia Mono e Polifialide Unico
F14 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F15 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F16 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F17 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F18 - Unico, duplo, em cadeia Mono e Polifialide Unico
F19 branco Unico, duplo, em cadeia Mono e Polifialide Unico
F20 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F21 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F22 - Unico, duplo Monofialide curta Falsa-cabeca
F23 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F24 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F25 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F26 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F27 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F28 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F29 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F30 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F31 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F32 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F33 amarelo Unico, em cadeia Monofialide Cadeia
F34 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F35 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F36 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F37 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F38 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F39 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F40 amarelo Unico, duplo e em cadeia Monofialide Cadeia
F41 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F42 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F43 amarelo Unico, em cadeia Monofialide Cadeia
Fa44 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F45 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F46 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F47 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F48 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F49 amarelo Unico, duplo Monofialide Cadeia
F50 amarelo Unico Monofialide Cadeia
F51 - Unico, em cadeia Monofialide Cadeia

12,3

cultura SNA.

Resultados encontrados utilizando-se 4 repeticdes para cada variavel estudada em meio de
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1.3.2 Caracterizagcdo molecular dos isolados

As andlises filogenéticas da regido rDNA ITS (Figura 11), regido rDNA IGS
(Figura 12), gene TEF-1a (Figura 13) e gene H3 (Figura 14) e a construcdo da
arvore filogenética com os dados combinados, utilizando-se as sequéncias genéticas
das regides rDNA IGS, gene TEF-1a e gene H3, respectivamente (Figura 15),
ratificaram os dados morfolégicos e culturais. As similaridades dos isolados de
Fusarium spp. com as sequéncias nucleotidicas encontradas no GenBank variou de
97 a 100% para a regiao rDNA ITS, de 94 a 100% para a regido rDNA IGS apenas
para F. oxysporum e F. incarnatum, de 98 a 100% para o gene TEF-1a e de 95 a
100% para o gene H3 (Tabela 6).

Os 51 isolados de Fusarium spp. foram agrupados em trés clados e comparados
as mesmas espécies encontradas no GenBank com as sequéncias nucleotidicas
conhecidas para cada regido ou gene. Com excecdo da espécie Fusarium
decemcellulare, regido rDNA IGS, que nao foi encontrada alguma sequéncia de
nucleotideos na referida base de dados. As andlises moleculares tornam-se
imprescindiveis para a correta identificacdo de patdégenos de plantas. Além do
marcador universal utilizado para identificacdo de fungos, rDNA ITS, juntamente com
a especiacao recorrente em espécies deste género, ha a necessidade de utilizar-se
outras regides e genes, a fim de aprimorar os resultados das andlises em niveis
taxondmicos. Os genes codificadores de proteinas sdo, geralmente, superiores aos
genes rRNA, amplificando uma gama taxonémica estreita, como exemplo, o gene
TEF-1a para Fusarium (SCHOCH et al., 2012; O'DONNELL et al., 2010). A técnica
molecular corroborou os resultados morfolégicos e culturais deste trabalho,
confirmando a presenca de trés espécies de Fusarium ocorrendo em seringais
paulistas: F. oxysporum, F. incarnatum e F. decemcellulare. Até o momento, foram
registradas na literatura algumas espécies de Fusarium spp. ocorrendo em
seringueiras nas principais regifes produtoras do mundo, tais como: Fusarium
oxysporum na Malasia e na China, Fusarium solani no Brasil, Malasia, Sri Lanka e
China, Fusarium tumidum na Malasia, Fusarium javanicum na China, Sri Lanka e
india, Fusarium incarnatum na Malasia, Fusarium decemcellulare no Brasil e no
Congo, Fusarium moniliforme e Fusarium verticillioides no Brasil (FURTADO et al.,
2001; BETELONI et al., 2009; DORIA, 2012; LI et al., 2014; HUANG et al., 2016;
USDA, 2017). Portanto, as espécies F. oxysporum e F. incarnatum sao relatadas

pela primeira vez ocorrendo em seringais no estado de Sao Paulo, Brasil.
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Figura 11 - Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining Tree com base nas
sequéncias genéticas de DNA da regido rDNA ITS dos 51 isolados de Fusarium spp.. A espécie
Colletotrichum gloeosporioides foi escolhida como outgroup.
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Figura 12 - Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining Tree com base nas
sequéncias genéticas de DNA da regido rDNA IGS dos 51 isolados de Fusarium spp.. A espécie
Colletotrichum gloeosporioides foi escolhida como outgroup.
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Figura 13 - Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining Tree com base nas
sequéncias genéticas de DNA do gene TEF-1a dos 51 isolados de Fusarium spp.. A espécie
Colletotrichum gloeosporioides foi escolhida como outgroup.
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Figura 14 - Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining Tree com base nas
sequéncias genéticas de DNA do gene H3 dos 51 isolados de Fusarium spp.. A espécie
Colletotrichum gloeosporioides foi escolhida como outgroup.
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Figura 15 - Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining Tree com base nas
sequéncias genéticas combinadas de DNA (rDNA IGS, gene TEF-1a e gene H3) dos 51 isolados de

Fusarium spp.. A espécie Colletotrichum gloeosporioides foi escolhida como outgroup.
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Tabela 6 - Identificacdo molecular dos isolados de Fusarium spp. em diferentes regifes gendmicas.

Isolad Espéci Regido rDNA ITS Regido rDNA IGS Gene TEF-1a Gene H3
s01ados species Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso
F1 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F2 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F3 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F4 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F5 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F6 Fusarium oxysporum 100 KF857541.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F7 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F8 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F9 Fusarium incarnatum 100 KJ572780.1 96 HQ165897.1 100 JX268996.1 99 GQ915477.1
F10 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 DQ220110.1 99 KF222564.1
F11 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 99 KF222564.1
F12 Fusarium oxysporum 97 HF566400.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F13 Fusarium incarnatum 100 KJ572780.1 96 HQ165897.1 100 JX268996.1 99 GQ915477.1
F14 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F15 Fusarium decemcellulare 98 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 97 KM231534.1
F16 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F17 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F18 Fusarium incarnatum 99 KJ562367.1 94 HQ165897.1 98 JF715935.1 97 GQ915477.1
F19 Fusarium incarnatum 99 KJ562367.1 94 HQ165897.1 98 JF715935.1 97 GQ915477.1
F20 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F21 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F22 Fusarium oxysporum 100 KM980005.1 100 KF703754.1 99 KF574861.1 100 KF222564.1
F23 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F24 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F25 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F26 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F27 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F28 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F29 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F30 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F31 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F32 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F33 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1

09



Isolad Espéci Regido rDNA ITS Regido rDNA IGS Gene TEF-1a Gene H3
solados species Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso Id. (%) N. acesso
F34 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F35 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KF918541.1 95 KM231534.1
F36 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F37 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F38 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F39 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F40 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F41 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F42 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KF918541.1 95 KM231534.1
F43 Fusarium decemcellulare 98 GU797410.2 - - 98 KF918541.1 95 KM231534.1
F44 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KF918541.1 95 KM231534.1
F45 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KF918541.1 95 KM231534.1
F46 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
Fa7 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F48 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F49 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F50 Fusarium decemcellulare 99 GU797410.2 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1
F51 Fusarium decemcellulare 99 KJ412511.1 - - 98 KC491872.1 95 KM231534.1

T9
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CAPITULO 2
AVALIACAO DA RESISTENCIA DE CLONES DE SERINGUEIRA A Fusarium spp.

Marilia Pizetta, Caroline Geraldi Pierozzi, Maria Marcia Pereira Sartori, Edson Luiz

Furtado

Resumo: Fusarium spp. € um fungo patogénico de diferentes espécies vegetais,
algumas espécies causam danos na casca das plantas de seringueira em campo,
provocando trincas na mesma direcdo do painel de sangria. O objetivo do trabalho
foi realizar testes de resisténcia clonal utilizando clones comerciais de seringueira
inoculados com trés espécies de Fusarium spp. patogénicas a seringueira. Foram
utilizados os clones RRIM 600 (produzido em substrato), RRIM 600, PR 255, IAC
511, IAC 502, RRIM 937, IRCA 111 e PB 350 (produzidos em solo) e as espécies de
Fusarium (F. oxysporum, F. incarnatum, F. decemcellulare). Em casa de vegetacéo,
mudas enxertadas com um ou dois lancamentos foliares maduros foram inoculadas
com um disco de micélio do fungo depositado entre a casca e o lenho, 10 cm acima
do enxerto. Foram utilizadas quatro repeticbes para cada isolado de cada gendtipo,
sendo a testemunha absoluta inoculada apenas com um disco de meio de cultura
BDA sem a presenca do fungo. A avaliacéo foi realizada apds 60 dias da inoculagéo,
medindo-se o tamanho da lesdo provocada pelo patégeno no interior do caule com o
auxilio de uma régua milimetrada. As analises estatisticas dos dados foram
realizadas através do Teste de Dunnett, para comparacdes entre o controle e 0s
tratamentos e pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a comparacéo das
meédias. Os resultados incipientes permitiram concluir que as trés espécies sao
patogénicas aos clones testados, IAC 502 e PR 255 foram clones mais suscetiveis a
infeccdo de F. oxysporum e F. incarnatum, respectivamente. Ja os clones IRCA 111
e IAC 511 apresentaram-se resistentes a colonizacdo de F. oxysporum e F.
incarnatum, respectivamente. Para a espécie F. decemcellulare os resultados néo
foram significativos entre os clones testados. Sao necessarios mais estudos a fim de
elucidar a resisténcia destes clones de seringueira as diferentes espécies de

Fusarium.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, genotipos, Fusarium oxysporum, Fusarium

incarnatum, Fusarium decemcellulare, resisténcia clonal.
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Abstract: Fusarium spp. is a pathogen of different plant species, some species
cause damage to the bark of the rubber trees in the field, causing cracks in the same
direction as the tapping panel. The objective of this study was to perform clonal
resistance test using rubber tree comercial clones inoculated with three species of
Fusarium spp. pathogenic to rubber trees. Were used the clones RRIM 600
(produced in substrate), IAC 502, IAC 511, IRCA 111, PB 350, PR 255, RRIM 600
and RRIM 937 (produced in soil) and the species of Fusarium (F. oxysporum, F.
incarnatum, F. decemcellulare). In a greenhouse, budded plants with one or two leaf
whorls were inoculated with a mycelium disc of the fungus deposited between the
bark and the wood, 10 cm above the budded region. There were four replicates for
each isolated of each genotype, and the absolute control was inoculated with only
one disc of PDA culture medium without the presence of the fungus. The evaluation
was performed after 60 days post inoculation, measuring the size of the lesion
caused by the pathogen inside the stem with the aid of a millimeter ruler. Statistical
analysis of the data were performed using the Dunnett Test, for comparisons
between the control and the treatments and by the Tukey Test, at 5% probability, for
the comparison of the means. The incipients results allowed to conclude that the
three species are pathogenic to tested clones, IAC 502 and PR 255 clones were
more susceptible to infection of F. oxysporum and F. incarnatum, respectively. IRCA
111 and IAC 511 clones were resistant to the colonization of F. oxysporum and F.
incarnatum, respectively. For F. decemcellulare the results were not significant
among the clones. Further studies are needed to elucidate the resistance of these

rubber tree clones to the different Fusarium species.

Keywords: Hevea brasiliensis, genotypes, Fusarium oxysporum, Fusarium

incarnatum, Fusarium decemcellulare, clonal resistance.

2.1 INTRODUCAO

A fusariose, causada pelo fungo do género Fusarium, € uma doenca do painel
de sangria da seringueira, que causa danos e interfe na produtividade do latex pelas
trincas, consequentemente, secando a regido laticifera. Seu relato recente, no
estado de Sdo Paulo, em areas produtoras, gerou uma preocupacao aos produtores

por estar associada diretamente a produtividade (DORIA, 2012).
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O melhoramento da cultura da seringueira visa obter materiais genéticos
altamente produtivos, uniformes no crescimento e resistentes ao vento e as doengas.
A técnica de melhoramento utilizada para a seringueira € a selecdo das melhores
plantas seminais e enxertia dos materiais através de borbulhas em porta-enxertos
vigorosos. Os enxertos sdo escolhidos em virtude de sua produtividade e da
adaptabilidade ao local de plantio. Com relagdo aos porta-enxertos, os materiais
devem ser escolhidos quanto a sua procedéncia a fim de obter uma selecdo de
materiais apropriada para o plantio, visando o aumento da produtividade e vigor do
clone e resisténcia as doencas (MARTINS et al, 2000).

No Planalto Paulista, os porta-enxertos recomendados para producdo de
sementes devido aos altos rendimentos e a compatibilidade com os principais clones
enxertados sdo: GT 1, IAN 873 e PB 235 (CARDINAL; GONCALVES; MARTINS,
2007). E os clones recomendados para enxertia sdo: GT 1, IAC 35, IAC 40, IAC 300,
IAC 302, IAC 500, IAC 502, IAC 505, IAC 511, IRCA 111, PB 217, PB 252, PB 350,
PC 119, PR 255, PR 261, RRIM 600, RRIM 713, RRIM 937 e RRIM 938.0 clone
RRIM 600 ainda € o mais plantado no estado de S&o Paulo, por apresentar alta
produtividade, vigor e ampla adaptacéo (IAC, 2013).

Dentro da escala de recomendagcdo de materiais vegetais para plantios de
seringueira no estado de S&o Paulo, pesquisadores do IAC propuseram uma
estratégia para selecdo de clones baseando-se no desempenho obtido em
experimento em pequena escala e os melhores sao relatados em experimentos em
grande escala no estado e nos estados vizinhos e, por ultimo, a recomendacado ao
plantio, dividindo-os em trés classes. Os clones citados acima, RRIM 600 e PR 255,
engquadram-se na Classe |, ou seja, estes materiais podem ser recomendados para
plantios em grande escala, ndo excedendo 50% da area, por apresentarem bom
desempenho em diversos locais. Na Classe Il enquadram-se: IRCA 111, PB 350,
RRIM 937, IAC 502 e IAC 511, recomendados para 35% da area. Ja para os clones
pertencentes a Classe lll, a recomendacéo de plantio permite até 15% da area total
em blocos agregados (IAC, 2013).

Estudos sobre o melhoramento genético de seringueira estdo em constante
progresso nas pesquisas. O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e a Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (Apta) vém estudando novos materiais, da
série IAC 500, capazes de produzirem latex mais precocemente comparado ao clone

padrdao, RRIM 600, reduzindo o inicio da sangria de sete para cinco anos e
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aumentando a produtividade de latex por hectare em mais de 40%, destaque para o
clone IAC 502, cuja produtividade média em 10 anos de sangria, chega a ser
superior a 70% em relacdo ao clone padrdo. Esses resultados promissores trazem
uma alterantiva para diminuir a dependéncia dos produtores ao clone RRIM 600 nos
plantios paulistas e minimizar problemas sanitdrios (GONCALVES et al., 2011;
GONCALVES; SCALOPPI JUNIOR; FREITAS, 2017).

Devido as recentes mudancas na producdo de mudas de seringueira no estado,
a Resolucdo SAA 23/2015 estabeleceu algumas exigéncias e normas técnicas de
Defesa Sanitaria Vegetal para a produgdo, comércio e o transporte de mudas,
borbulhas e sementes de seringueira (Hevea spp.) no estado de S&o Paulo. Quanto
a questdo sanitaria, os porta-enxertos e as mudas enxertadas deverdo ser
produzidos em recipientes plasticos, com substrato, sobre bancadas, sem contato
com o solo e aguas invasoras, devendo estar livres de pragas limitantes a cultura
como Meloidogyne spp e Pratylenchus spp., condicdo comprovada através de
laudos laboratoriais e obtencdo de CFO (Certificado Fitossanitario de Origem),
fiscalizados pela Coordenadoria de Defesa Agropecuaria (SAO PAULO, 2015).

Pelo fato do ciclo para avaliacdo de um material e posterior recomendacao para
plantio ser a longo prazo, os estudos visam, principalmente, a alta produtividade de
borracha do material e resisténcia e tolerdncia as principais doencas e fatores
abidticos. Portanto, testes de resisténcia clonal a doencas tornam-se importantes
para auxiliarem os programas de melhoramento de seringueira, a fim de conciliar
materiais altamente produtivos e resistentes as doencas, permitindo estratégias de
manejo. Além disso e diante do atual cenario de producdo de mudas de seringueira,
torna-se interessante verificar a resisténcia as doencas de materiais produzidos,
também, em substrato. Desse modo, o objetivo do trabalho foi realizar teste de
resisténcia clonal de sete materiais provenientes de enxertia produzidos em solo e
um material produzido por substrato expostos a trés espécies de Fusarium (F.

oxysporum, F. incarnatum e F. decemcellulare).

2.2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia Florestal
localizado no Departamento de Protecdo Vegetal, na Fazenda Experimental

Lageado, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu — S&do Paulo.
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2.2.1Avaliacao de resisténcia de clones de seringueira a Fusarium spp.

Para o estudo da resisténcia clonal, foram testados diferentes materiais clonais
de seringueira: clones RRIM 600 (mudas produzidas a partir de substrato) e RRIM
600 (controle), PR 255, IAC 511, IAC 502, RRIM 937, IRCA 111, PB 350, produzidos
em solo, sendo todos provenientes de enxertia (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos genotipos, classes, parentais e origem dos clones utilizados neste
experimento.

Gendtipos Classe Parentais Origem
RRIM 600 I Tjir 1 x PB 86 Malasia
PR 255 I Tjir 1 x PR 107 Indonésia
IAC 511 Il IAC 15 [RRIM 504 (Pil A 44 x Lun N)] ill. Brasil

IAC 41 [RRIM 608 (Tjir 33 x Tjir 1) x AVROS .
IAC 502 . 127s[a (AVROS 2(5i5 % AVROS %74)] il Brasil
RRIM 937 Il PB 5/51 x RRIM 703 Malasia
IRCA 111 Il RRIM 507 x Fx 25 Costa do Marfim
PB 350 Il RRIM 600 x PB 235 Malasia

IAC: Instituto Agronémico de Campinas; Fx: Cruzamento Ford; Tjir: Tjirandji; PB: Prang Besar; PR:
Proefstation voor Rubber; RRIM: Rubber Research Institute of Malaysia; IRCA: Institute des
Recherches sur le Caoutchouc (FAO, 2017), ill.: Clone ilegitimo resultante de polinizagao aberta.

Os isolados fungicos utilizados foram escolhidos mediante os resultados prévios
do teste de patogenicidade utilizando-se como controle o clone RRIM 600, sendo
separados um isolado patogénico para cada espécie estudada (F9: F. incarnatum,
F11: F. oxysporum e F21: F. decemcellulare). A inoculagao foi realizada em casa de
vegetacao utilizando-se mudas de seringueira com um ou dois langamentos foliares
maduros. A metodologia consistiu em uma incisdo no caule da planta, onde foi
depositado um disco de meio de cultura BDA com o micélio do fungo (incubado a
25°C por sete dias), entre a casca e o lenho, sendo colocado um algoddo umedecido
com agua destilada autoclavada para manter a umidade do local e vedado com fita
adesiva.

O experimento contou com cinco repeticdes de cada gendtipo para cada isolado,
sendo as testemunhas, de cada material, inoculadas apenas com um disco de meio
de cultura BDA sem a presenca do fungo. A avaliacao foi realizada apés 60 dias da
inoculacdo, medindo-se o tamanho da lesdo provocada pelo patégeno no interior do
caule com o auxilio de uma régua milimetrada. Sintomas nao foram observados na
parte aérea durante o experimento. As andlises estatisticas dos resultados foram

realizadas através do Teste de Dunnett para comparacdo da testemunha com os
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tratamentos e Teste de Tukey, em esquema fatorial duplo (clone x fungo), a 5% de
probabilidade.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando-se as lesdes causadas pelos patégenos nos diferentes clones com
a testemunha (lesdes provocadas pelo procedimento de corte), pode-se observar
gue todos os resultados para o tamanho das lesGes dos materiais clonais diferiram
do controle em pelo menos um patogeno testado.

Para os clones RRIM 600, PR 255, RRIM 937, as trés espécies de Fusarium (F
incarnatum, F. oxysporum e F. decemcellulare) foram patogénicas e nao diferiram
entre si pela agressividade. Ja para os materiais RRIM 600 substrato e IAC 511, as
espécies F. oxysporum e F. decemcellulare foram patogénicas e a espécie F.
incarnatum n&o diferiu do controle, ndo sendo relevante na colonizacdo desses dois

tltimos materiais (Tabela 2).

Tabela 2 - Comprimentos das lesdes, em milimetros, resultantes do teste de resisténcia clonal em
sete genotipos de seringueira para trés espécies de Fusarium.

Comprimento das lesdes (milimetros)

Clones F.oxysporum F.incarnatum F.decemcellulare
Testemunha {Fg) ) (FD)
RRIM 600 30™ 168,0*aAB 138,0*aABC 133,6*aA
RRIM 600 sub. 3T 166,0*aAB 94,8™bBC 112,0*abA
PR 255 63,2™ 177,8*aAB 189,0*aA 154,6*aA
IAC 511 20,6™ 173,0*aAB 81,8™hC 105,0*bA
IAC 502 22,7" 289,7*aA 104,3™cABC 176,0™bA
RRIM 937 33,2™ 167,0*aAB 114,8*aABC 109,4*aA
IRCA 111 18,3™ 96,0*bB 171,8*aAB 79,3"™bA
PB 350 37,7 126,7"aAB 145,3*aABC 141,0*aA

As médias rotuladas pelo asterisco (*), na mesma linha, sao significativamente diferentes da média do
nivel de controle, a 5% de probabilidade, pelo Teste de Dunnett.

As médias seguidas pela mesma letra miniscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Informacdes cientificas sobre resisténcia de materiais clonais de seringueira a
pragas e doencas ainda sdo pouco encontradas na literatura. Além dos clones RRIM
600 e PR 255, amplamente conhecidos e utilizados, os clones IAC 502, IAC 511,
RRIM 937, IRCA 111 e PB 350, sdo materiais de uso recente no pais, devido aos
resultados promissores encontrados em campo em diferentes localidades, sendo de
grande interesse comercial (GONCALVES, 2013; IAC, 2013).
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O clone RRIM 600, utilizado como padréo nos testes de resisténcia clonal, € um
clone altamente produtivo e vigoroso, sendo os pontos favoraveis para o seu cultivo
no estado de S&o Paulo. Possui tolerancia a seca do painel de sangria e a
ocorréncia de oidio, porém é muito suscetivel a Phytophthora sp., a rubelose e a
quebra pelo vento (GONCALVES, 2013; IAC, 2013; RRII, 2017).

O clone RRIM 600 também foi intolerante e suscetivel a colonizacdo dos
nematoides Meloidogyne exigua e Pratylenchus brachyurus (PAES-TAKAHASHI et
al., 2015). Em outro experimento, avaliando a influéncia dos processos fisiolégicos
nas folhas, causada por Calacarus heveae, mudas do clone RRIM 600
apresentaram menor tolerancia fisioldgica ao 4caro, quando comparado ao clone GT
1 (DAUD; CONFORTO; FERES, 2012). Outros estudos apontaram o clone RRIM
600 como favoravel ao desenvolvimento do acaro Tenuipalpus heveae (FERES;
DEL’ARCO; DAUD, 2010) e nao resistente ao acaro C. heveae (DAUD; FERES;
HERNANDES, 2011). No noroeste paulista, um estudo avaliando doze gentétipos de
seringueira expostos aos acaros C. heveae e T. heveae, em condi¢gbes de campo,
corroborou a nao resisténcia do clone RRIM 600 a essas espécies (VIEIRA et al.,
2017). Neste experimento, o clone RRIM 600 também apresentou valores
intermediarios para os comprimentos de lesGes provocadas pelas trés espécies
patogénicas de Fusarium.

Entre os clones RRIM 600, produzidos em solo e substrato, as lesdes foram
semelhantes entre as espécies estudadas, destacando-se alguma diferenca para F.
incarnatum, no material produzido em substrato. Estatisticamente, as lesdes
provocadas por F. oxysporum e F. decemcellulare foram préximas e ndo diferiram
entre os dois tipos de mudas do clone, porém, para F. incarnatum, o material
produzido em substrato apresentou colonizacdo parcialmente menor pelo fungo
guando comparado ao clone RRIM 600 produzido em solo.

As espécies F. oxysporum e F. decemcellulare foram mais agressivas ao clone
RRIM 600, em substrato, e a espécie F. incarnatum apresentou menores valores de
lesdes para esse material quando comparados ao mesmo clone produzido em solo,
cuja agressividade nao diferiu entre as trés espécies testadas. Diante dos resultados
encontrados para as lesdes provocadas por F. incarnatum nos dois tipos de mudas
do clone RRIM 600, este fungo ndo se mostrou relevante na colonizagcédo do material
produzido em substrato. Segundo Hartmann et al. (2002), o uso de substrato inerte

conjuntamente com o controle ambiental na propagacdo e cultivo em viveiro pode
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potencializar a resposta das plantas aos fatores edaficos e microcliméticos que
influenciam no crescimento e desenvolvimento, permitindo, dentre outros atributos, o
controle fitossanitario. Desse modo, a muda produzida em substrato pode se tornar
mais vigorosa e, consequentemente, responder com certa tolerancia a presenca de
invasores.

Na literatura, o clone PR 255 apresenta bom incremento médio no caule na fase
adulta o que indica crescimento apds a sangria. E um clone produtivo e apresenta
ocorréncia moderada de antracnose, seca do painel, rubelose e queda anormal das
folhas e sintomas mais severos para oidio (GONCALVES, 2013; IAC, 2013; RRaII,
2017). Em um teste de resisténcia clonal, utilizando-se trés clones (RRIM 600, GT 1
e PR 255) e duas espécies de Fusarium (F. decemcellulare e F. verticillioides), foi
possivel observar maiores lesdes internas no caule do clone GT 1, causadas pelas
duas espécies, lesdes intermediarias no clone PR 255 e menores lesbes no clone
RRIM 600, sendo este, 0 mais resistente a ocorréncia da fusariose, mesmo sendo o
clone com maior incidéncia da doenca em campo (DORIA, 2012).

Esta suscetibilidade a algumas espécies de Fusarium foi verificada, também,
neste estudo, em que o clone PR 255 obteve maiores valores de lesbes provocadas
por um patégeno comparado ao clone padrdo. Estes resultados mostraram que para
a espécie F. incarnatum, o clone PR 255 foi mais suscetivel (189,0 mm, p < 0,05).
Apesar das infeccdes moderadas provocadas por F. oxysporum e valores altos de
lesbes encontrados para F. decemcellulare, mesmo ndo sendo significativo para o
atimo, a intensidade da infeccdo nao diferiu entre os fungos testados, sendo este
material vulneravel a presenca das trés espécies de Fusarium, dentre os sete
materiais analisados.

Outras situacfes foram observadas para os demais clones estudados. IRCA 111
apresentou lesdes maiores quando colonizado por F. incarnatum e a espécie F.
decemcellulare ndo diferiu da testemunha. Originario da Costa do Marfim, o clone
IRCA 111 apresenta bons resultados quanto a producédo comparado ao clone RRIM
600 (24% a mais que o padrdo — 2.268 kg ha™ ano™ de borracha seca), sendo
recomendado para plantio em pequena escala (ALEM et al., 2015). Quando
submetido ao teste de resisténcia clonal, este material foi considerado promissor por
ser 0 mais resistente, dentre os materiais testados, a duas espécies patogénicas (F.
oxysporum e F. decemcellulare), apresentando os menores valores de colonizacéo

(96,0 mm, p < 0,05 e 79,3 mm, p > 0,05, respectivamente). Resultado interessante
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para a resisténcia desse clone foi encontrado em um trabalho cujo objetivo foi avaliar
dez gendtipos de seringueira quanto a resisténcia aos acaros C. heveae e T. heveae,
em que o clone IRCA 111 foi considerado tolerante a C. heveae, em dois periodos
distintos de avaliacdes (SILVA et al. 2011).

Para o clone PB 350 as trés espécies de Fusarium ndo diferiram quanto a
agressividade, porém, o comprimento de lesdo provocada por F. oxysporum n&o
diferiu do controle, mesmo apresentando lesdes similares as demais espécies. Com
parentais RRIM 600 x PB 235, o clone malaio PB 350 possui adaptabilidade para
diversas regides produtoras de latex. Além do vigor, o material apresenta alta
resisténcia a oidio e antracnose (duas das principais doengas na cultura da
seringueira no estado de Sédo Paulo) e tolerancia ao vento e a seca do painel
(GONCALVES, 2013; IAC, 2013), porém alta suscetibilidade ao fungo
Neofusicoccum ribis (teleomorfo: Botryosphaeria ribis), em folhas, na Peninsula da
Malasia (NGOBISA et al, 2013). Estas caracteristicas de resisténcia e
suscetibilidade a fatores bidticos e abidticos, também foram encontradas neste
experimento. O material apresentou valores intermediarios para os isolados F.
oxysporum e F. incarnatum (126,7 mm e 145,3 mm, p < 0,05, respectivamente) e a
agressividade das espécies ndo diferiram para este clone. Um estudo, avaliando
dezoito gendtipos de seringueira (incluindo RRIM 600 e PB 350) quanto a infestacéo
por acaros, indicou que o clone PB 350 néao diferiu do clone padrdo (RRIM 600) ao
desfolhamento provocado por estes aracnideos (VIEIRA; MARTINS; SCALOPPI
JUNIOR, 2013).

As caracteristicas do clone IAC 502 sao superiores ao clone RRIM 600 e aos
demais clones da série IAC 500 quanto ao desempenho produtivo e vigor. O clone
IAC 511 também apresenta produtividade superior ao clone padrdo. Esses dois
materiais sdo promissores para a producdo de borracha em terras paulistas e,
atualmente, encontram-se na terceira etapa de avaliacdo para recomendacao dos
clones para plantios em larga escala (GONCALVES, 2013; IAC, 2013).

O clone IAC 502 apresentou os maiores valores de comprimento de lesdes para
as espécies F. oxysporum (289,7 mm, p < 0,05) e F. decemcellulare (176,0 mm, p >
0,05) dentre todos os clones testados. Ja para a espécie F. incarnatum, as lesdes
foram intermediarias entre os clones estudados. F. oxysporum foi o isolado mais
agressivo para o material, seguido de F. decemcellulare e, posteriormente, de F.

incarnatum. Apesar do clone IAC 502 ter apresentado maiores valores de lesbes
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para duas espécies, este material genético possui casca virgem espessa, uma
caracteristica importante para o processo de sangria, a qual diminui a incidéncia de
danos no painel (GONCALVES; FONTES, 2009; GONCALVES; SCALOPPI
JUNIOR; FREITAS, 2017) e tem sido recomendado para plantios em pequena
escala devido ao potencial de crescimento e rendimento em campo (GONCALVES
et al., 2011). O presente experimento foi realizado em plantas jovens, com um ou
dois lancamentos foliares, condicbes que podem diferir em plantas adultas em
campo.

Outros resultados foram encontrados para o clone IAC 511. Foi considerado o
material clonal mais resistente a F. incarnatum comparado aos demais, com 81,8
mm de les&o, ndo diferindo estatisticamente da testemunha. A espécie F. oxysporum
também foi a mais agressiva para o clone IAC 511. Este clone é considerado
precoce para abertura do painel (cinco anos e seis meses) apresentando
rendimentos similares ao clone padrdo (RRIM 600), esta sendo recomendado para
plantio pelo seu rapido crescimento e rendimento em campo, além de poder ser
utilizado como parental para futuros programas de melhoramento (GONCALVES et
al., 2011).

Com 6timo vigor na pré-sangria, o clone RRIM 937 supera o clone padrdo em
produtividade, porém apds a abertura do painel o crescimento torna-se lento, sendo
superado pelo RRIM 600 na pos-sangria (GONCALVES, 2013; IAC, 2013). Quanto
ao teste de resisténcia clonal, o clone encaixou-se como moderadamente resistente
aos trés patdgenos. Apesar dos valores diferentes, a agressividade dos isolados néao
diferiram entre si.

Visualizando o comportamento da espécie F. oxysporum, foi considerada a mais
agressiva comparada as demais, para a maioria dos materiais clonais de seringueira
analisados. O clone IRCA 111 obteve a menor leséo (96,0 mm) dentro os materiais
testados. Além de sua ocorréncia em H. brasiliensis na Malasia e na cultivar de
seringueira Yunyan 77-4 na China (USDA, 2017; LI et al., 2014), esta espécie € a
mais importante do género, estando amplamente dispersa, causando perdas e
injurias em numerosos hospedeiros (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Os mais
recentes relatos de F. oxysporum causando murcha foram registrados para madeira
amarela ‘Yellowwood’ (Cladrastis kentukea) nos EUA (GRANEY; ELMER; LOYD,
2017), em flores de Limonium sinuatum no Reino Unido (TAYLOR et al., 2017) e em
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Dendrobium officinale, orquidea muito utilizada na medicina tradicional chinesa
(ZHANG et al., 2017).

Quando comparados os materiais clonais a espécie F. incarnatum (sin.: F.
semitectum), esta apresentou agressividade moderada entre os clones estudados.
Destaque para o clone IAC 511 que apresentou a menor lesédo dentre os materiais
analisados (81,8 mm). Embora, tenha varios relatos na literatura em diversas
plantas, F. incarnatum n&do € considerado um importante patégeno de plantas
(LESLIE; SUMMERELL, 2006). Em seringueira, ha registro desta espécie em
plantios de H. brasiliensis na Malasia (USDA, 2017). Constatacfes mais recentes da
ocorréncia de F. incarnatum, foram encontradas causando podriddo em milho (GAI
et al.,, 2016) e em frutos de jujuba chinesa (Ziziphus jujuba) (GUO et al., 2016),
ambos na China.

O tamanho das lesdes encontrados para a espécie F. decemcellulare ndo foram
significativamente diferentes entre os materiais testados. Algumas possibilidades
para isso ocorrer, devem-se aos valores discrepantes medidos dentro dos mesmos
materiais (alto coeficiente de variacdo), podendo ter influenciado os resultados e,
pelo fato do experimento ter sido realizado apenas uma vez. Porém, mesmo sem
obter diferenca estatistica, pode-se observar, novamente, o clone IRCA 111
apresentando o menor valor para comprimento de lesdo encontrado (79,3 mm). F.
decemcellulare, estagio assexual de Albonectria rigidiuscula, geralmente, é relatado
causando danos em plantas de &reas tropicais e subtropicais, associado aos
sintomas de cancro (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Foi relatado ocorrendo em
seringais no Congo e no Brasil (USDA, 2017; DORIA, 2012). Os ultimos
apontamentos para F. decemcellulare foram em manga na Republica Dominicana
(GARCIA-LOPEZ et al., 2017), em Magnolia denudata na China (WANG et al., 2015)
e, em rambutd, longan e manga em Porto Rico (SERRATO-DIAZ et al., 2015).

Através dos resultados incipientes obtidos, pode-se concluir que o clone IRCA
111 foi resistente para Fusarium oxysporum e o clone IAC 511 foi resistente para F.
incarnatum. Essas informacdes prévias complementares séo relevantes para a
repetibilidade do experimento a fim de integrar o programa de estudos do

melhoramento da cultura da seringueira.
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CAPITULO 3
CONTROLE QUIMICO EM DIFERENTES ESPECIES DE Fusarium DE
SERINGUEIRA

Marilia Pizetta, Caroline Geraldi Pierozzi, Maria Marcia Pereira Sartori, Edson Luiz
Furtado

Resumo: A producao paulista de borracha natural € destaque no cenario nacional,
respondendo por mais de 50% da produtividade. Porém, todo cultivo monoclonal
esta sujeito ao ataque de pragas e doencas devido a baixa variabilidade atual
encontrada nos plantios florestais comerciais e, muitas vezes, a Unica alternativa
para impedir o0 avanco dessas malezas, ocorre através do controle quimico. Em
seringueira, a fusariose, que ataca o painel de sangria, vem preocupando 0s
produtores paulistas pelo fato da doenca surgir na fase adulta da planta. Alguma
solucédo para essa doenca tem sido encontrada e o controle quimico vem sendo
empregado a fim de paralisar o avanco do patégeno, permitindo continuar o ciclo
produtivo. A fusariose € causada por trés espécies de Fusarium e, devido a essa
variabilidade, tornou-se necessario estudar a eficacia de ingredientes ativos de
fungicidas para o melhor controle, em conjunto, das espécies patogénicas
encontradas. Para o teste de controle quimico “in vitro” foram utilizados oito
fungicidas (clorotalonil, tiofanato metilico, tiofanato metilico + clorotalonil,
azoxistrobina + difenoconazol, tebuconazol, piraclostrobina + epoxiconazol,
azoxistrobina + ciproconazol, trifloxistrobina + tebuconazol) e um ativador de
resisténcia (acibenzolar-S-metilico) e trés espécies de Fusarium (F. oxysporum, F.
incarnatum, F. decemcellulare). A metodologia consistiu no preparo de solugcdes
estoques de 1 g de ingrediente ativo para cada produto comercial e, as
consequentes diluicbes em série, a fim de se obter as concentragfes desejadas
(1.000, 100, 10 e 1 yL L™), sendo incorporadas ao meio de cultura Batata Dextrose
Agar, compondo os tratamentos. As testemunhas constituiram de placas contendo
apenas o meio de cultura BDA, com auséncia de fungicida. Discos de 7 mm de
diametro do micélio de cada fungo (crescidos por sete dias em B.O.D. a 25°C) foram
depositados no centro das placas de Petri e as medi¢cbes perpendiculares dos
didmetros das coldnias foram realizadas diariamente até o fechamento da primeira

placa de cada fungo. Foram calculados a porcentagem de inibicdo do crescimento
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micelial e a dose efetiva necessaria para inibir 50% do crescimento micelilal do
isolado. As analises estatisticas, em fatorial triplo (9 produtos x 4 concentragfes x 3
isolados), foram realizadas através do Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
Os fungicidas que melhor controlaram o crescimento das trés espécies de Fusarium
foram a base dos ingredientes ativos tebuconazol e trifloxistrobina + tebuconazol,

podendo ser alternativas para o manejo da fusariose em seringueira.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, ingredientes ativos, F. oxysporum, F.

incarnatum, F. decemcellulare.

Abstract: The production of the natural rubber from Sdo Paulo state is highlighted in
the national scenario, accounting for more than 50% of the productivity. However,
monoclonal cultivation is subject of the attack by pests and diseases due to low
current variability found in commercial forest plantations and, often, the only
alternative to prevent the advance of the disease, occurs through chemical control. In
rubber tree, the fusariosis disease, which attacks the tapping panel, has been
worrying to producers in S&o Paulo state because of the disease appears in the adult
phase of the plant. Some solution for this disease has been found and the chemical
control has been used in order to paralyze the progress fo the pathogen, allowing to
continue the productive cycle. The fusariosis is caused by three Fusarium species
and because of this variability, it has become necessary to study the efficacy of the
active ingredients for better control, together, for the pathogenic species found. For
the "in vitro" chemical control test, were used eight fungicides (chlorothalonil, methyl
thiophanate, methyl thiophanate + chlorothalonil, azoxystrobin + difenoconazole,
tebuconazole, pyraclostrobin + epoxiconazole, azoxystrobin + cyproconazole,
trifloxystrobin + tebuconazole) and one resistance activator (acibenzolar -S-methyl)
and three Fusarium species (F. oxysporum, F. incarnatum, F. decemcellulare). The
methodology consisted in preparing stocks solutions of 1 g of active ingredient for
each commercial product, and the consequent serial dilutions in order to obtain the
desired concentrations (1.000, 100, 10 and 1 uL L™), incorporating to the PDA culture
medium, composing the treatments. The controls consisted of Petri dishes containing
only the PDA culture medium, with absence of fungicide. Mycelium discs of 7 mm of
diameter of each fungus (grown for 7 days in BOD at 25°C) were deposited in the

center of the Petri dishes and perpendicular measurements of the colonies diameters
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were taken daily until the closure of the first Petri dish for each fungus. The percent
inhibition of the mycelial growth and the effective dose required to inhibit 50% of the
mycelial growth of the isolate were calculated. The statistical analyzes, in triple
factorial (9 products x 4 concentrations x 3 isolates), were performed through the
Scott-Knott Test, at 5% probability. The fungicides that presented the best control of
the growth of three isolates of Fusarium were the basis of the active ingredients
tebuconazole and trifloxystrobin + tebuconazole, and could be alternatives for the

management of fusariosis in rubber tree.

Keywords: Hevea brasiliensis, active ingredients, F. oxysporum, F. incarnatum, F.

decemcellulare.

3.1 INTRODUCAO

A heveicultura destaca-se no mercado mundial pela importancia estratégica, ao
lado do aco e do petrdleo. A producdo nacional de borracha natural (latex
coagulado) ocupa apenas 2,6% da producdo mundial, sendo o estado de Sao Paulo
0 maior produtor com 182,3 mil t (57,1% da producéo brasileira), seguido pela Bahia
com 47,6 mil t (14,9%), Minas Gerais com 23,8 mil t (7,47%) e Mato Grosso com
23,6 mil t (7,39%) (IBGE, 2017).

Plantios monoclonais, perenes e anuais, sdo alvos de pragas e doencas pelo
fato da baixa variabilidade genética presente nos talhfes. Uma das técnicas de
manejo silvicultural a fim de minimizar tal efeito é o plantio em mosaico, que consiste
em entremear talhdes da cultura com areas nativas, aumentando, assim, a
biodiversidade.

Outro manejo empregado, que dentre uma das finalidades, € minimizar os
efeitos dos plantios mococlonais ao ataque de pragas e doencas é o sistema
agroflorestal (SAF), uma espécie de consorcio de uma cultura de interesse com
culturas agricolas ou arbéreas. Um exemplo de SAF encontrado para a cultura da
seringueira, sem haver a reducdo da produtividade, foi através do consoércio com o
cacaueiro, utilizado por produtores no sul da Bahia (MARQUES et al., 2004).

Mesmo assim, incidéncias de pragas e doencas sao inevitaveis nas plantacoes.
Desse modo, o manejo deve auxiliar os produtores a fim de minimizar os danos
causados por determinados agentes patogénicos. A ocorréncia de fusariose em

seringais paulistas preocupam os produtores, pelo fato dessa doenca estar
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associada a diminuicdo da produtividade de latex na planta, uma vez que incide no
painel de sangria (DORIA, 2012).

O controle de doencas de plantas é o limiar da fitopatologia. Auséncia de
controle pode causar seérios prejuizos ao produtor (KIMATI; BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 2011). Apo6s cumprir todas as exigéncias para o manejo de uma cultura, o
uso de produtos quimicos torna-se, na maioria das vezes, a Unica medida de
controle eficiente para impedir o avanco do patdgeno de modo a garantir a
produtividade e a qualidade da producao (KIMATI, 2011). Para culturas perenes
como a seringueira, que o ciclo pode chegar a 40 anos, é necessario utilizar
materiais clonais resistentes a diversos fatores bidticos e abibticos para garantir a
produtividade desejada. Durante o ciclo produtivo, podem surgir agentes infecciosos
gue, se ndo controlados, levam a uma diminuicdo da producédo e, até mesmo, a
morte da planta. Um exemplo de doenca que incide em seringais adultos e necessita
de controle é a fusariose, causada por Fusarium spp. (DORIA, 2012).

Pesquisadores desenvolveram uma férmula para controlar o desenvolvimento da
fusariose em seringueira. A formula consiste em uma combinacdo de 0,5 L de tinta
latex branca, que protege a area dos raios do sol e auxilia na fixacdo do produto, 0,5
L de agua e 5 mL de fungicida a base de tebuconazol. Apés a retirada dos tecidos
mortos no painel de sangria, a mistura de fungicida € aplicada na regido doente.
Considerando que a aplicacdo do fungicida é estritamente manual, o ganho para o
produtor ainda € compensatério, permitindo prolongar a sangria de latex das plantas
por mais tempo (GLOBO RURAL ONLINE, 2013).

De acordo com os produtos quimicos registrados para a cultura da seringueira,
das sete doencas causadoras de danos no painel de sangria da planta que estéo
registradas no Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios (Agrofit/Mapa), quatro delas
possuem produtos para efetuar o controle curativo, sendo que trés fungos
(Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliforme e Lasiodiplodia theobromae)
apresentam o mesmo ingrediente ativo registrado (clorotalonil + tiofanato metilico).
Na literatura, varios séo os ingredientes ativos registrados para nhumerosas espécies
de Fusarium em diferentes culturas (BRASIL, 2003).

O fungicida a base de clorotalonil + tiofanato metilico € uma mistura entre um
principio ativo de contato e outro sistémico, tendo boa atividade contra oomicetos

(Phytophthora spp.), ascomicetos (Botryotinia, Mycosphaerella e Dydimella),
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basidiomicetos (ferrugens) e fungos anamorficos (Alternaria solani e Colletotrichum
gloeosporioides) (KIMATI, 2011).

O controle de F. decemcellulare, “in vitro”, utilizando-se 14 ingredientes ativos de
grupos quimicos distintos, mostrou a eficiéncia de tebuconazol para trés isolados
testados em quatro concentragdes (DORIA, 2012). Devido a variabilidade de
espécies de Fusarium encontradas em seringueiras neste estudo, houve a
necessidade de estudar, além do ingrediente ativo ja registrado para F. moniliforme
(clorotalonil + tiofanato metilico), outros produtos a fim de encontrar aquele que
melhor proporcione o controle, “in vitro”, para as trés espécies patogénicas relatadas
(F. oxysporum, F. incarnatum e F. decemcellulare). Portanto, o objetivo do trabalho
foi avaliar a eficiéncia do controle quimico “in vitro” de oito fungicidas e um ativador

de resisténcia a trés espécies de Fusarium patogénicas a seringueira.

3.2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Patologia Florestal
localizado no Departamento de Protecdo Vegetal, na Fazenda Experimental

Lageado, Faculdade de Ciéncias AgronGmicas, Botucatu — S&o Paulo.

3.2.1 Controle “in vitro” de diferentes espécies de Fusarium de seringueira

Os isolados de Fusarium utilizados neste experimento foram selecionados de
acordo com a agressividade avaliada em teste de patogenicidade prévio, sendo
selecionado um representante para cada espécie patogénica (isolado F9: F.
incarnatum, isolado F11: F. oxysporum e isolado F21: F. decemcellulare).

No total, foram testados oito produtos fungicidas e um ativador de resisténcia de
plantas, utilizados comercialmente. Em geral, pertencem a diferentes grupos
quimicos, sendo alguns registrados para a cultura da seringueira (Tabela 1).

Discos de micélio dos isolados de Fusarium (F9, F11 e F21) foram depositados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e foram
mantidos em condi¢des controladas (25°C e fotoperiodo de 12 horas), por dez dias,
para a obtenc&o do indculo.

A metodologia utilizada para o teste de controle quimico “in vitro” baseou-se nas
técnicas apresentadas por Edgington, Khew e Barron (1971), modificada por Menten
et al. (1976) e Chagas (2009). O ensaio consistiu em preparar as concentragbes

desejadas dos produtos incorporando-0s ao meio de cultura BDA.
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Tabela 1 - Fungicidas utilizados para o teste de eficiéncia “in vitro” no controle da fusariose em

seringueira.
Ingrediente CIA Grupo quimico  Formulacéao® Classe Classe
ativo (i.a.) toxicolégica
Clorotalonil 750 g/Kg Isoftalonitrila PM Contato I
Tlofa,n.ato 700 g/Kg Benzimidazol PM Sistémico I
metilico
Tlofgnato 200 + 500 Benzimidazol e Sistémico e
metilico + o PM I
. o/Kg Isoftalonitrila Contato
Clorotalonil
Azoxistrobina + 200 + 125  Estrobilurina e oA
. . SC Sistémico [l
Difenoconazol g/L Triazol
Tebuconazol 200 g/L Triazol CE Sistémico [l
Piraclostrobina 133 + 50 Estrobilurina e SE Sistémico I
+ Epoxiconazol g/L Triazol
Azoxistrobina + 200 + 80 Estrobilurina e P
) . SC Sistémico 1
Ciproconazol g/L Triazol
Trifloxistrobina 100 + 200 Estrobilurina e sc Mesostémico I
+ Tebuconazol g/L Triazol e Sistémico
Acibenzolar-S- - 5, g/Kg  Benzothiadiazol GD Sistémico 1}
methyl

'CIA: Concentracdo do ingrediente ativo. “GD: granulado dispersivel; PM: pé molhavel; SC:
suspensao concentrada; CE: concentrado emulsionavel; SE: suspo/emulséo. 3CIassificac;éo
toxicolégica (Classe . extremamente toxico; Classe Il: altamente toxico; Classe Ill: medianamente
téxico; Classe IV: pouco téxico).

Para a obtencdo da solucédo estoque (10.000 ppm), 1 g i.a. de cada produto foi
diluido em 100 mL de agua destilada autoclavada. Produtos com formulagbes pé
molhavel e granulado foram diluidos, primeiramente, em 5 mL de acetona e, apos a
completa diluicdo, adicionados a 95 mL de agua destilada autoclavada. Os demais
produtos foram diluidos, diretamente, em 100 mL de agua destilada autoclavada.
Esta etapa foi realizada dentro da camara de fluxo laminar, a fim de garantir
assepsia ao experimento.

Apos o preparo da solucdo estoque, foram realizadas diluicbes em série, a fim
de se obter as concentracdes desejadas. Portanto, transferiram-se 10 mL da solucéo
estoque para 90 mL de &gua destilada autoclavada, obtendo-se uma solucdo de
1.000 ppm. Este processo € repetido mais duas vezes, a fim de se obter as
concentracfes 100 ppm e 10 ppm. De cada solucéo preparada (10.000 ppm, 1.000
ppm, 100 ppm e 10 ppm), foram retirados 10 mL transferindo-os para 90 mL de meio
de cultura BDA fundente, obtendo-se, assim, as concentracfes utilizadas nesse
estudo (1.000 ppm, 100 ppm, 10 ppm e 1 ppm) (CHAGAS, 2009). Para o controle,
foram utilizados placas de Petri contendo apenas meio de cultura BDA.

ApoOs o preparo dos meios de cultura, nos diferentes tratamentos, discos de

micélio e conidios dos trés fungos foram depositados no centro das placas de Petri.
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As placas foram mantidas em condi¢cdes controladas (25°C e fotoperiodo de 12
horas), durante a avaliacdo. Com o auxilio de uma régua milimetrada, foram
realizadas medicdes diarias dos diametros perpendiculares das colbnias e,
prosseguiram-se até o fechamento da primeira placa de cada isolado testado
(colbnias atingindo o diametro total de 8,5 cm). O crescimento micelial dos
tratamentos foi comparado a testemunha respectiva, calculando-se o indice de
velocidade do crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) (MENTEN et al., 1976).
3 crescimento testemunha — crescimento do tratamento

PIC = 100 1
crescimento da testemunha X (1)

Com a porcentagem de inibicdo obtida, os dados foram analisados e, se
significativos, foram submetidos a analise de regressdo, calculando-se o0 EDsg
(concentracdo de ingrediente ativo capaz de inibir 50% do crescimento micelial do
isolado). Apés o calculo do EDs, 0s isolados fungicos foram classificados em quatro
categorias de sensibilidade aos fungicidas e, os fungicidas foram classificados em
quatro categorias de eficiéncia, de acordo com as escalas de Bollen e Fucks (1970),
Edgington, Khew e Barron (1971) e Kataria e Grover (1978) citadas por Tavares e
Souza (2005) e Chagas et al. (2014), sendo:

a) EDsp <1 ppm: alta sensibilidade/eficiéncia (AS/AE);

b) EDso 1 — 10 ppm: moderada sensibilidade/eficiéncia (MS/ME);

c) EDsp 10 — 50 ppm: baixa sensibilidade/eficiéncia (BS/BE);

d) EDso > 50 ppm: insensibilidade/ineficiéncia (I/1)

O experimento contou com cinco repeticdes (placas) para cada tratamento,
sendo quatro concentracdes para cada produto avaliado mais as testemunhas de
cada isolado. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
triplo (9 x 4 x 3), sendo 9 produtos, quatro concentragdes (1.000 ppm, 100 ppm, 10
ppm e 1 ppm) e trés isolados (F9, F11 e F21). As analises estatisticas foram

realizadas através do Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados encontrados para cada produto comercial diferiram entre si. O i.a.
clorotalonil apresentou resultados insatisfatérios para inibicdo do crescimento de

Fusarium spp. Os melhores resultados foram encontrados para inibicdo de F.
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oxysporum (60,2%) na maior concentracdo utilizada (1.000 pL L™), j& o pior
desempenho do produto foi registrado para a espécie F. incarnatum, inibindo apenas
13,2% do crescimento micelial (Tabela 2; Figuras 1 a 6). De acordo com a dose
efetiva, os trés isolados mostraram-se insensiveis ao i.a. clorotalonil, sendo este
produto considerado ineficiente para o controle da doenca (Tabela 3).

O principio ativo a base de clorotalonil € um produto de ac&o protetora (contato),
com boa atividade contra oomicetos (Phytophthora spp.), ascomicetos (Botryotinia,
Mycosphaerella e Dydimella), basidiomicetos (ferrugens) e fungos anamorficos
(Alternaria solani e Colletotrichum gloeosporioides) (KIMATI, 2011). Encontra-se
registrado para diversas doencas, incluindo Microcyclus ulei em seringueira
(BRASIL, 2003). Para Phytophthora palmivora, em frutos de mamao, apresentou-se
mais efetivo no controle dos frutos em campo comparado aos testes in vitro
(VAWDREY; MALE; GRICE, 2015).

Por outro lado, em um experimento avaliando a efetividade de fungicidas
sistémicos e de contato contra Phytophthora ramorum causando podriddo em
azaléia, os fungicidas de contato foram menos efetivos que os sistémicos, um dos
motivos seria pelo fato da acdo dos produtos ser protetora, visto que sao ideais para
a inibicdo da germinagdo dos esporos na superficie foliar. Portanto, em testes em
plantas de azaléia, ndo conseguiram prevenir e reduzir a infeccdo do patdgeno
(ELLIOTT; SHAMOUN; SUMAMPONG, 2015).

O controle “in vitro” de fusariose em seringueira nao foi evidente para o i.a.
clorotalonil. Testes “in vitro” sao pioneiros para a selecdo dos produtos que
controlaram com maior eficiéncia o crescimento micelial de um patdgeno desejado a
fim de prosseguir para os testes em plantas. Somando-se a ineficiéncia desse
produto, aos trés isolados de Fusarium, e o0 modo de acéo protetor, pode-se inferir
gue o i.a. clorotalonil ndo é o produto mais indicado para o controle da doenca.

O produto tiofanato metilico também ndo apresentou resultados interessantes
guanto ao controle “in vitro” dos isolados quando comparado aos demais produtos.
F. oxysporum obteve uma inibicdo do crescimento em 95,6% na concentragdo 1.000
uL L™, resultados inferiores foram encontrados para F. decemcellulare e o pior
desempenho, novamente, ocorreu para F. incarnatum, em que nenhuma inibicéo,
em todas as concentracoes, foi observada. Tiofanato metilico € um ingrediente ativo

com propriedades preventivas e curativas registrado para dezenas de doengas em
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vérias culturas, sendo também indicado para o mal das folhas em seringueira
(BRASIL, 2003).

Tabela 2 - Ingredientes ativos, dosagem e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
espécies de Fusarium.

PIC (%)° — Fusarium oxysporum

Ingredientes ativos (50K2agjnl_])1 Concentracées em ppm (uL L™)°
1 10 100 1.000
Clorotalonil 750 213 ebD 343 db 365 dD 602 aC
Tiofanato metilico 700 027 eE 66,1 bB 725 bC 956 aA
Tiofanato metilico + clorotalonil 200 + 500 27,7 fD 26,7 fE 90,7 bB 98,1 aA
Azoxistrobina + difenoconazol 200+125 582 c¢B 726 bB 90,3 aB 91,7 aB
Tebuconazol 200 725 dA 96,1 aA 994 aA 100 aA
Piraclostrobina + epoxiconazol 133 +50 526 eB 679 dB 896 bB 97,2 aA
Azoxistrobina + ciproconazol 200 + 80 419 fC 553 eC 694 dC 889 bB
Trifloxistrobina + tebuconazol 100+200 676 CcA 928 DbA 990 aA 100 aA
Acibenzolar-S-metilico 500 55 cE 1,2 cF 55 ce 231 aD
Médias 38,6 57,0 72,5 83,9

PIC (%)° — Fusarium incarnatum

Ingredientes ativos Dosagem 1 Concentracfes em ppm (pL L'l)3
(g/Kg ou L)
1 10 100 1.000
Clorotalonil 750 446 cB 513 bD 228 e 132 D
Tiofanato metilico 700 -10,7 fD -11,4 fF -3,7 eG -17,0 fF
Tiofanato metilico + clorotalonil 200+500 482 dB 530 dbD 432 eb 21,0 g¢C
Azoxistrobina + difenoconazol 200+125 320 eC 621 <cC 738 bC 76,2 bB
Tebuconazol 200 647 dA 819 <cA 100 aA 100 aA
Piraclostrobina + epoxiconazol 133+50 40,8 fB 759 cB 821 <cB 985 aA
Azoxistrobina + ciproconazol 200+80 353 fC 775 c¢B 100 aA 100 aA
Trifloxistrobina + tebuconazol 100+200 650 <cA 878 DbA 100 aA 100 aA
Acibenzolar-S-metilico 500 -64 dD 116 bE 10,2 bF 4,7 cE
Médias 34,8 54,4 58,7 55,2

PIC (%)° — Fusarium decemcellulare

Ingredientes ativos Dosagem 1 Concentrac6es em ppm (pL L'l)3
(g/Kg ou L)
1 10 100 1.000
Clorotalonil 750 206 eB 260 eC 330 dD 535 bE
Tiofanato metilico 700 -35 eC 3,1 eD 298 dD 53,3 <cE

Tiofanato metilico + clorotalonil 200+500 198 g¢gB 271 fC 50,6 dC 76,9 <cC
Azoxistrobina + difenoconazol 200+125 236 fB 41,7 dB 589 <cB 632 cD

Tebuconazol 200 374 eA 686 dA 889 DbA 100 aA
Piraclostrobina + epoxiconazol 133+50 230 ¢gB 36,8 B 57,1 eB 857 DbB
Azoxistrobina + ciproconazol 200+80 239 hB 315 gC 600 eB 825 <cB
Trifloxistrobina + tebuconazol 100+200 32,0 dA 70,6 <cA 864 bA 879 bB
Acibenzolar-S-metilico 500 -1,2 dC 0,7 cD 127 bE 21,2 aF
Médias 19,5 34,0 53,0 69,4
CV (%) 10,55
E 27,62

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

'Dosagem: quantidade do ingrediente ativo em um produto quimico formulado.

’PIC (%): Porcentagem de inibicio do crescimento micelial.

*Resultados encontrados utilizando-se cinco repeticdes para cada variavel estudada em meio de
cultura BDA.
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Tabela 3 - Dose efetiva EDsp, sensibilidade dos isolados de Fusarium aos produtos e eficiéncia dos
produtos sobre os isolados de Fusarium.

Inaredientes ativos F. oxysporum ' F.incarnatum ' F. decemcellulare

¢ EDw, S E. EDy S E.  EDy S FE
Clorotalonil > 100 I I > 1000 I I > 100 I I
Tiofanato metilico 10-50 BS BE >1000 I I > 100 I I
Tiofanato metilico + clorotalonil 10-50 BS BE > 1000 I I > 100 I I
Azoxistrobina + difenoconazol <1 AS AE 1-10 MS ME >50 I I

Tebuconazol <1 AS AE <1 AS AE 1-10 MS ME
Piraclostrobina + epoxiconazol <1 AS AE 1-10 MS ME >50 I I

Azoxistrobina + ciproconazol 1-10 MS ME 1-10 MS ME 10-50 BS BE

Trifloxistrobina + tebuconazol <1 AS AE <1 AS AE 1-10 MS ME
Acibenzolar-S-metilico > 1000 I I > 1000 I I > 1000 I I

*Sensibilidade de isolados de Fusarium aos produtos. Escala de sensibilidade: AS: alta sensibilidade;
MS: moderada sensibilidade; BS: baixa sensibilidade; I: insensibilidade.

’Eficiéncia dos produtos sobre os isolados de Fusarium. Escala de eficiéncia: AE: alta eficiéncia; ME:
moderada eficiéncia; BE: baixa eficiéncia; I: ineficiéncia

Vérios estudos apontam o uso de tiofanato metilico para o controle de doencas
em frutas e outras, porém, devido ao seu uso intensivo, tem ocorrido pequenas
mutacdes que conferem resisténcia, com o tempo, a alguns importantes patégenos,
como pode ser visto para Monilinia fructicola em péssego, ameixa e nectarina no
Brasil (MAY-DE-MIO; LUO; MICHAILIDES, 2011), em péssego, cereja doce e
ameixa nos EUA (CHEN; LIU; SCHNABEL, 2013) e, em péssegos na Espanha
(EGUEN; MELGAREJO; CAL, 2014). Outros patégenos conferem resisténcia ao
tiofanato metilico, como em Botrytis cinerea em morango (FERNANDEZ-ORTUNO;
SCHNABEL, 2012), Colletotrichum siamense em péssego e mirtilo (HU et al., 2015)
e Fusarium oxysporum f. sp. niveum em melancia (PETKAR et al., 2017). Este
produto foi considerado de baixa eficiéncia para o controle de F. oxysporum em
seringueira, porém ineficiente para as outras espécies estudadas. Apesar de ter
acao sistémica e considerando a ocorréncia dos trés patdgenos em seringais
paulistas, principalmente, F. decemcellulare, este produto ndo seria adequado para
evitar a colonizacao dos diferentes patégenos.

Tiofanato metilico + clorotalonil obteve melhores resultados, em geral, quando
comparado aos dois anteriores. A espécie F. oxysporum apresentou as maiores
inibicées (98,1% a 1.000 pL L™ e 90,7 a 100 pL L™) e o menor controle foi obtido
para F. incarnatum (21% a 1.000 pL L™?) e F. decemcellulare (19,8% a 1 pL L™).
Mesmo com bons resultados encontrados para F. oxysporum, em maiores
concentragbes, os i.a. tiofanato metilico e tiofanato metilico + clorotalonil

apresentaram baixa eficiéncia para este isolado e foram ineficientes para os demais.
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Figura 1 - indice de velocidade de crescimento médio das colénias de F. oxysporum, em centimetros,
para nove produtos quimicos e controle, em quatro concentrages.
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Figura 2 - indice de velocidade de crescimento médio das colénias de F. incarnatum, em centimetros,
para nove produtos quimicos e controle, em quatro concentragdes.
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Figura 3 - Indice de velocidade de crescimento médio das coldnias de F. decemcellulare, em
centimetros, para nove produtos quimicos e controle, em quatro concentracdes.
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Figura 4 - Teste de controle quimico “in vitro” de nove ingredientes ativos atuando sobre Fusarium
oxysporum, em quatro concentragbes em (UL L™), em meio de cultura BDA.
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Figura 5 - Teste de controle quimico “in vitro” de nove ingredientes ativos atuando sobre Fusarium
incarnatum, em quatro concentragdes em (pL L™), em meio de cultura BDA.
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Figura 6 - Teste de controle quimico “in vitro” de nove ingredientes ativos atuando sobre Fusarium
decemcellulare, em quatro concentragbes em (uL L™), em meio de cultura BDA.
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O ingrediente ativo ou principio ativo de um produto é um agente quimico, fisico
ou biolégico com a finalidade de conferir eficacia aos agrotdxicos e afins (BRASIL,
2002). Segundo Gisi (1996), os produtos formulados em combinacédo de ingredientes
ativos de diferentes modos de acdo visam obter uma faixa mais ampla de atuacéo
da atividade antifungica para o controle de véarias doengas que ocorrem
simultaneamente em uma cultura, procuram obter interacdes aditivas e sinergéticas
entre os fungicidas, que buscam aumentar a atividade protetora, diminuindo a
concentracdo dos compostos, sem perder a acao e, retardam o processo de selecao
para resisténcia de uma populacéo patogénica para um componente da mistura.

Dessa maneira, a combinacdo de tiofanato metilico + clorotalonil poderia
aumentar o espectro do controle da fusariose em seringueira, porém, 0S mesmos
resultados foram encontrados comparados ao fungicida contendo apenas o
ingrediente ativo tiofanato metilico, obtendo-se, portanto, baixa eficiéncia a F.
oxysporum e ineficiéncia a F. incarnatum e F. decemcellulare. Dentre todos os
produtos combinados testados, tiofanato metilico + clorotalonil apresentou o pior
desempenho no controle da fusariose. Este resultado € preocupante, visto que este
produto comercial é o Unico indicado para o controle da fusariose em seringueira no
Brasil (BRASIL, 2003).

Resultados diferentes para a combinacao tiofanato metilico + clorotalonil (TM +
C) foram encontrados na literatura, até mesmo para a fusariose em seringueira.
Segundo Ddéria (2012), os fungicidas a base de clorotalonil + tiofanato metilico e
tebuconazol foram altamente eficientes no controle “in vitro” de F. decemcellulare em
seringueira. Outros resultados promissores foram encontrados. O controle “in vitro”
de Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro, foi superior utilizando-se a
combinag¢do TM + C comparado ao produto tiofanato metilico (SARTORATO, 2006).
Em testes “in vitro”, o uso de TM + C controlou a germinagdo dos conidios € o
crescimento micelial de Myrothecium roridum, agente causal da mancha-de-
mirotécio em algodoeiro (SILVA et al., 2006).

Em condigcbes de campo, pesquisadores observaram efeitos ainda superiores
para a mistura TM + C no controle do crestamento gomoso do caule (Didymella
bryoniae) da melancia, sendo que o efeito do tiofanato metilico isolado foi um dos
piores dentre os nove fungicidas testados. Os autores destacaram, ainda, que essa
mistura (TM + C) é importante devido aos relatos de resisténcia encontrada para o

uso isolado de tiofanato metilico dentro desse patossistema (SANTOS; CAFE-
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FILHO; SABOYA, 2005). Efeitos positivos da mistura TM + C foram encontrados
para mildio do meloeiro na regido de Fortaleza, podendo ser recomendado para o
controle dessa doenca (CARDOSO et al., 2001).

Com relacdo aos isolados, os trés produtos (clorotalonil, tiofanato metilico,
tiofanato metilico + clorotalonil) tiveram o mesmo comportamento. Para F.
oxysporum e F. decemcellulare, mesmo alguns resultados ndo sendo expressivos,
em geral, com o0 aumento das concentracdes, a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial também aumentava. O comportamento oposto ocorreu para F.
incarnatum, em que a medida que aumentava a concentracdo dos produtos, a partir
de 10 ppm, havia certo estimulo no crescimento da colénia e, portanto, a
porcentagem de inibicdo diminuia.

Os resultados para azoxistrobina + difenoconazol para F. oxysporum foram os
melhores, inibindo 91,7% e 90,3%, nas concentracdes de 1.000 e 100 uL L™,
respectivamente. Resultados moderados foram encontrados para F. incarnatum e
inferiores para F. decemcellulare, em todas as concentracdes. Este fungicida
mostrou-se altamente eficiente ao isolado de F. oxysporum, moderadamente
eficiente ao isolado de F. incarnatum, porém, o isolado de F. decemcellulare foi
insensivel ao produto. Azoxistrobina + difenoconazol é um produto sistémico
registrado para diversas culturas, tem efeito preventivo, mas pode ser utilizado,
também, para efeito curativo e anti-esporulante, sendo recomendado para doencas
da parte area (BRASIL, 2003). Considerando o controle dos trés agentes
patogénicos responsaveis pela fusariose em seringueira, em geral, estes principios
ativos, mesmo que combinados, ndo se mostraram adequados. O efeito dessa
combin¢do é valido para alguns relatos encontrados. Em ensaios, avaliando as
atividades da azoxistrobina e difenoconazol no controle de Alternaria alternata em
tabaco, apresentaram maior eficiéncia, tanto “in vitro” quanto “in vivo”, os produtos a
base de azoxistrobina e azoxistrobina + difenoconazol, sendo recomendados para o
manejo da doenca (WANG et al., 2016). Outra pesquisa apontou que a combinacao
de ingredientes ativos de modos de acéo diferentes, por exemplo, azoxistrobina
(inibidor da respiragdo) + difenoconazol (inibidor da biossintese de esterol), podem
melhorar o desempenho no controle da ferrugem do gladiolo no México (VALENCIA-
BOTIN et al., 2013).

O fungicida a base do ingrediente ativo tebuconazol foi o Unico a inibir

totalmente o crescimento dos isolados na concentracdo 1.000 pL L™. O crescimento
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de F. incarnatum também foi controlado a 100 pL L™ e F. oxysporum a 100 e a 10 pL
L. A menor porcentagem foi encontrada para a concentracdo 1 uL Lt para F.
decemcellulare com inibicdo de apenas 37,4% do crescimento micelial.

O principio ativo tebuconazol pertence ao grupo dos triazéis sendo um produto
sistétmico de acgdo preventiva e curativa, com bom desempenho contra diversos
patégenos (ferrugens, helmintosporioses, septorioses, oidio, giberela e brusone)
(KIMATI, 2011). Este i.a. € indicado para Fusarium graminearum em trigo (SPOLTI
et al., 2014; SUN et al, 2014), Puccinia porri em alho (PRIA; ZAGONEL;
FERNANDES, 2008), Bipolaris oryzae e Monographella albescens em arroz
(CELMER et al.,, 2007), entre outras. Por outro lado, um estudo observou uma
resisténcia de alguns isolados de Lasiodiplodia theobromae, doenca que causa
podriddo em pos-colheita em mamoeiro, a fungicidas dos grupos MBC (metil
benzimidazol carbamatos) e DMI (inibidores da desmetilacdo), incluindo o
tebuconazol e, um dos motivos seria uma pressdo de selecdo para a resisténcia
devido o uso intensivo desses fungicidas para o controle de outras doencas
associadas a cultura (PEREIRA et al., 2011).

Neste estudo, o ingrediente ativo tebuconazol foi considerado altamente
eficiente para F. oxysporum e F. incarnatum e moderadamente eficiente para F.
decemcellulare, ou seja, a dose necessaria para alcancar 50% de inibicdo do
crescimento micelial fingico foi < 1 e entre 1 — 10 pL L™, respectivamente. A espécie
F. decemcellulare tem se espalhado rapidamente pelos seringais do centro-oeste
paulista e uma pesquisa tem sugerido 0 uso de tebuconazol como forma de controlar
o avanc¢o do patégeno, permitindo a continuidade da explotacdo de latex da planta
remediada (GLOBO RURAL ONLINE, 2013). Em testes “in vitro” anteriores
utilizando-se quatorze fungicidas, este i.a. mostrou-se eficiente para o controle do
crescimento micelial de F. decemcellulare em seringueira (DORIA, 2012). Neste
experimento, os resultados indicaram um controle do crescimento micelial “in vitro”
satisfatorio para as trés espécies de Fusarium estudadas.

Piraclostrobina + epoxiconazol inibiu o crescimento das colbnias de F.
incarnatum em 98,5%, F. oxysporum em 97,2% e F. decemcellulare em 85,7% a
1.000 uL L. O isolado de F. oxysporum teve 52,6% de inibicdo no crescimento na
menor concentracdo (1 pL L™?), garantindo uma alta sensibilidade ao fungicida. Os

resultados moderados de F. incarnatum sugerem uma moderada sensibilidade ao
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produto e os valores inferiores encontrados para F. decemcellulare indicam uma
insensibilidade do patégeno ao i.a. utilizado.

Os ingredientes ativos piraclostrobina + epoxiconazol (P + E) pertencem aos
grupos das estrobilurinas e triazois, sendo o primeiro recomendado para diversas
doencas foliares como antracnoses, manchas de alternaria, sarna, ferrugens e o
segundo recomendado para o controle de ascomicetos, basidiomicetos e fungos
mitosporicos em diversas culturas (KIMATI, 2011; RODRIGUES, 2006). Bons
resultados para o controle de Pyrenophora teres em cevada, em condicbes de
campo, foram conseguidos por esse produto combinado (STEPANOVIC et al.,
2016). A podriddo abacaxi da cana-de-acucar (Thievaliopsis paradoxa) pode ser
controlada por esse fungicida através de pulverizacbes em rebolos no sulco de
plantio (CHAPOLA et al., 2014). Na China, devido o uso intensivo de carbendazim
para o controle de Fusarium asiaticum e Fusarium graminearum em trigo, a
aplicagdo da mistura P + E, ou isolados, mostraram-se como alternativas para o
controle dessa fusariose (CHEN et al., 2012).

Os resultados obtidos para P + E divergiram entre as espécies estudadas nesse
trabalho que, quando comparado aos demais fungicidas combinados, os resultados
foram similares aqueles encontrados para a combinacdo azoxistrobina +
difenoconazol. O fungicida P + E apresenta uma boa ac&o protetiva, inibindo a
germinacao dos esporos e penetracdo dos tubos germinativos, aliando-se a uma
acao curativa e erradicante por conter principio ativo sistémico (BRASIL, 2003).
Devido aos resultados moderados para as diferentes espécies de Fusarium, esse
produto ndo apresentou um controle “in vitro” eficiente para uma das espécies.

O produto azoxistrobina + ciproconazol controlou totalmente o isolado F.
incarnatum, a 1.000 e 100 pL L™ e apresentou valores moderados para as outras
concentracfes, o isolado F. oxysporum obteve valores menores comparados ao
isolado anterior, porém ambos foram moderadamente sensiveis ao produto. A
espécie F. decemcellulare teve as menores inibicdes do tratamento, sendo
considerada de baixa sensibilidade ao fungicida.

O ingrediente ativo ciproconazol é recomendado para o controle da ferrugem do
cafeeiro, aliando-se a azoxistrobina, o leque de atuacdo desse produto abre para
outras doencas da parte aérea, sendo registrado para ferrugens, em culturas como o
eucalipto, trigo, soja, cana-de-acucar, oidios e manchas (BRASIL, 2003). Neste

estudo, azoxistrobina + ciproconazol (A + C) mostraram-se moderadamente
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eficientes para as espécies F. oxysporum e F. incarnatum e com baixa eficiéncia
para F. decemcellulare. Resultados, em geral, moderados para o controle da
fusariose, porém, ndo adequados para todas as espécies. Controle efetivo de
doencas foliares podem ser observados pelo uso da combinacdo A + C, para a
ferrugem asiatica da soja (CARVALHO et al, 2013) e ferrugem e cercosporiose em
cafeeiro (FERNANDES et al., 2013). J& para o controle de antracnose na soja, A + C
reduziu a incidéncia da doenca nas vagens, mas nao proporcionou um controle
eficiente da doenca (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

As espécies F. oxysporum e F. incarnatum foram inibidas pelo fungicida a base
de trifloxistrobina + tebuconazol, a 1.000 e 100 pL L™. Bons resultados foram
observados para F. decemcellulare nessas mesmas concentracdes. A combinacéo
trifloxistrobina + tebuconazol (T + T) é registrada para diversas doencas, sendo que
o primeiro i.a. tem distribuicdo mesostémica na parte aérea e ambos possuem amplo
espectro de acdo como em ferrugens, manchas foliares, antracnoses, podriddes
(KIMATI, 2011; BRASIL, 2003). Nos testes realizados para controle da fusariose em
seringueira, T + T mostrou-se altamente eficiente para as espécies F. oxysporum e
F. incarnatum e moderadamente eficiente para F. decemcellulare. Os mesmos
resultados foram alcancados para o i.a. tebuconazol isolado, sem diferirem
estatisticamente dentre as concentracdes utilizadas, exceto em 1.000 pL L™ para F.
decemcellulare, sendo o i.a. isolado superior. Portanto, trifloxistrobina + tebuconazol
€ outro fungicida de destaque para o controle da fusariose em seringueira.

Resultados promissores foram encontrados, também, para o controle da
ferrugem da folha do trigo, sendo que a mistura T + T obteve valores superiores
aqueles encontrados para os i.a. isolados (ASSUNCAO; TORRES, 2013). Outro
trabalho, buscando encontrar fungicidas que pudessem controlar as principais
doencas do feijoeiro (antracnose, ferrugem e mancha angular), preservando os
fungos micorrizicos naturais da cultura, observaram que trifloxistrobina +
tebuconazol foi um dos i.a. que menos impactaram a simbiose destes com a cultura
(CAMPOS et al., 2015). Essa combinacdo pode ser recomendada para o controle da
pinta preta (Alternaria solani) da batata sem afetar a produtividade e a qualidade dos
tubérculos (TOFOLI et al., 2016).

O produto comercial a base de acibenzolar-S-metilico € um ativador de
resisténcia de plantas, sem acgdo direta contra agentes patogénicos. Por ativar os

mecanismos de defesa natural da planta, a aplicacdo desse produto € recomendada
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de modo preventivo, associado a fungicidas, a fim de garantir a cobertura que a
planta necessita para defender-se de fitopatdgenos (BRASIL, 2003). Os resultados
encontrados neste trabalho permitiram concluir que ndo houve acéo inibidora desse
produto diretamente nas trés espécies de Fusarium utilizadas (inibicdo variou entre
10 a 20% nas maiores concentracoes), sendo esse produto considerado ineficiente
aos isolados. O ativador de plantas, cujo principio ativo € o acibenzolar-S-metilico
(ASM), é mundialmente conhecido, sendo o0 Unico i.a. registrado no Brasil
associando seu uso a fungicidas para o0 manejo integrado de doencas (BRASIL,
2003). Na literatura, é possivel observar varias pesquisas utilizando o produto, de
forma preventiva, para avaliar seu efeito sobre os patdgenos.

Em experimentos de laboratério, 0 ASM reduziu a germinacdo de esporos do
carvao da cana-de-acucar, porém, em condicdes de campo, ndo controlou a doenca
(BHUIYAN et al., 2012). Experimentos em campo, utilizando métodos de controle
alternativo para mildio em videira, indicaram que ASM né&o apresentou boa eficiéncia
no controle da doenca (PEREIRA et al., 2010). Em ano de safra alta do cafeeiro,
ASM néo controlou eficientemente a ferrugem e a cercosporiose na cultura, mas
pode ser indicado para o controle dessas doencas em ano de safra baixa
(FERNANDES et al., 2013). Quando aplicado juntamente com antibidticos, ASM
fornece adicdo modesta de supressdo da doenca causada pela bactéria Erwinia
amylovora em péras e macas, podendo limitar seu uso em situagées mais severas
de incidéncia da doenca (JOHNSON et al., 2016).

O uso de ASM no controle de doencas nem sempre apresenta efeitos negativos.
O ASM apresentou-se efetivo no controle da murcha de Fusarium em alface e
rdcula, em baixas dosagens, com efeitos positivos nos rendimentos (GILARDI et al.,
2016). Outro efeito positivo foi demonstrado para a resisténcia do maracujazeiro ao
Passionfruit woodiness virus (PWV) na Austrdlia, resultado muito interessante em se
tratando de virus, podendo ser incluido no programa de manejo de doenca da
cultura (PARKINSON et al., 2015). Efeitos nematicidas em Meloidogyne incognita
foram apresentados pelo uso dos elicitores ASM e metil jasmonato (SCHOUTEDEN
et al., 2016). Neste trabalho, para o controle “in vitro” dos trés isolados de Fusarium
em seringueira, néo foi possivel observar efeito inibitorio significativo no crescimento
micelial das colbnias, uma razéo seria porgue o ativador de plantas ASM ndo possui
acdo direta contra os fitopatdgenos, sendo responsavel por ativar os mecanismos de

defesa da planta, sistemicamente, para que, assim, possa se defender de um
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possivel ataque. Para observar os efeitos do ativador de plantas sobre Fusarium
spp. em seringueira, seria interessante estudos “in vivo” a fim de verificar interagdes
entre o produto e a reposta de defesa da planta, além de estudos visando interacdes
desse elicitor com fungicidas eficazes.

Diferentemente dos trés primeiros produtos testados, os demais apresentaram,
em geral, porcentagem do crescimento micelial crescente dos isolados com relacéo
ao aumento da concentracdo incorporada ao meio de cultura. Avaliando as
concentracdes utilizadas para cada isolado, os maiores valores significativos foram
encontrados para os produtos a base de tebuconazol e trifloxistrobina + tebuconazol
a 100, 10 e 1 pL L™ para os trés isolados e a 1.000 pL L™ para F. oxysporum e F.
incarnatum e, apenas tebuconazol a 1.000 pL L™ para F. decemcellulare. Na maior
concentracdo, 1.000 pL L™, a espécie F. oxysporum foi sensivel a cinco produtos
quimicos, F. incarnatum a quatro e F. decemcellulare a um, sendo esta Ultima
espécie a mais restritiva de todas para almejar uma alternativa de controle eficiente
para essa doenca. Em campo, o fungicida tebuconazol tem sido utilizado para
impedir o avanco da fusariose (GLOBO RURAL ONLINE, 2013). Devido aos
progressos conseguidos em conter o patdgeno nos seringais, utilizando-se o i.a.
tebuconazol e aos resultados promissores obtidos nesse trabalho, pode-se concluir
que os fungicidas a base de tebuconazol isolado ou combinado com trifluxistrobina
foram os tratamentos mais eficientes no controle de Fusarium oxysporum, F.
incarnatum e F. decemcellulare “in vitro”, agentes causais da fusariose em
seringueira.

Vale enfatizar que todo o uso intensivo de um produto quimico sobre uma
determinada cultura, ao longo do tempo, torna-o vulneravel a pressao de selecédo do
patdgeno para a resisténcia. Dessa maneira, 0 FRAC (Fungicide Resistance Action
Committee) recomenda o uso alternado dos produtos ou misturas de fungicidas que
sejam eficazes no controle, evitando o desenvolvimento de patégenos resistentes
(EGUEN; MELGAREJO; CAL, 2014).
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CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa visou identificar agentes patogénicos responsaveis por causar a
fusariose em seringueira no maior estado produtor dessa cultura, bem como, realizar
estudos introdutérios sobre resisténcia clonal de materiais de seringueira utilizados
comercialmente a fusariose e analisar diferentes principios ativos através do controle
quimico “in vitro” dos agentes causais.

De acordo com os caracteres morfologicos, culturais, moleculares e
patogenicidade foram identificadas trés espécies de Fusarium ocorrendo em
seringueira no estado de Sao Paulo: Fusarium oxysporum, Fusarium incarnatum e
Fusarium decemcellulare, sendo que as espécies F. oxysporum e F. incarnatum
ainda néo foram relatadas em seringais no Brasil.

A fusariose € uma doencga que ocorre em campo, sendo possivel encontra-la em
plantas adultas com mais de dez anos de sangria. Estudos voltados para a
resisténcia de materiais genéticos tornam-se necessarios a fim de proporcionar
solugbes para o estabelecimento da cultura. Nosso trabalho buscou testar alguns
materiais clonais que estao disponiveis no mercado para os heveicultores quanto a
resisténcia a trés espécies de Fusarium, contudo, o teste de resisténcia clonal foi
realizado em plantas jovens de seringueira (mudas com um ou dois lancamentos
foliares). Diante dos resultados encontrados, destacam-se a resisténcia dos clones
IRCA 111 e IAC 511 as espécies F. oxysporum e F. incarnatum, respectivamente.
Com relacao a espécie F. decemcellulare, IRCA 111 apresentou 0s menores valores
de lesbdes, porém, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os clones para
esse patdgeno. Estes resultados incipientes séo interessantes e necessitam ser
mais detalhados, abrangendo outros materiais clonais para uma conclusdo mais
completa e precisa.

Uma das estratégias de manejo para o controle de pragas e doengas em campo
€ a utilizacdo de produtos fitossanitarios. Nosso trabalho visou testar diferentes
principios ativos capazes de controlar “in vitro” o crescimento micelial das trés
espécies de Fusarium encontradas em seringueira, trazendo algumas possibilidades
para testes posteriores em campo. Os ingredientes ativos que proporcionaram um
controle mais eficaz dos trés agentes causais foram tebuconazol e trifloxistrobina +

tebuconazol.
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