RESSALVA

Atendendo solicitacao do autor, 0
texto completo desta dissertacao sera
disponibilizado somente a partir de
31/07/2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ENGENHARIA
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

GABRIEL LEONARDI ANTONIO

CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR, MORFO-CULTURAL,
FISIOLOGICA E PATOGENICA DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. DE
SERINGUEIRA E AVALIACAO DE RESISTENCIA DE DIFERENTES CLONES A ESSE
PATOGENO

Ilha Solteira
2020



GABRIEL LEONARDI ANTONIO

CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR, MORFO-CULTURAL,
FISIOLOGICA E PATOGENICA DE ISOLADOS DE Colletotrichum spp. DE
SERINGUEIRA E AVALIACAO DE RESISTENCIA DE DIFERENTES CLONES A ESSE

PATOGENO

Ilha Solteira
2020

Dissertacao, apresentada a
Faculdade de

Engenharia de llha Solteira - UNESP
como

parte dos requisitos para a obtencao
do titulo

de Mestre em  Agronomia.
Especialidade: Sistemas de
Producao

Prof. Dra. Ana Carolina Firmino
Orientadora



FICHA CATALOGRAFICA
Desenvolvido pelo Servico Técnico de Biblioteca e Documentacdo

Antonio, Gabriel Leonardi.

AB35c Caracterizagdo e identificacdo molecular, morfo-cultural, fisioldgica e
patogénica de isolados de Colletotrichum spp. de seringueira e avaliagdo de
resisténcia de diferentes clones a esse patdgeno / Gabriel Leonardi Antonio. -
Ilha Solteira: [s.n.], 2020

F1f. -l

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista. Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira. Area de conhecimento: Sistemas de Produgdo, 2020

Orientador: Ana Carolina Firmino
Inclui biblicgrafia

1. Antracnose. 2. Variabilidade. 3. Resisténcia genética.




unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campus de llha Solteira

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTAGAO: CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Colletotrichum
spp. DE SERINGUEIRA E AVALIACAO DE RESISTENCIA DE DIFERENTES
CLONES A ESSE PATOGENO

.~ AUTOR: GABRIEL LEONARDI ANTONIO
TADORA: ANA CAROLINA FIRMINO

) parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestre em AGRONOMIA, area:
 Produgao pela Comissdo Examinadora:




AGRADECIMENTOS
A minha orientadora, Dr. Ana Carolina Firmino, pela paciéncia, ensinamentos e parceria
durante esses anos.

Aos meus pais Carmen e Reinaldo e minha irma Luisa, por sempre estarem ao meu lado
nos momentos bons e ruins.

A toda minha familia, por sempre serem um apoio Nn0S momentos em que preciso.

Aminha republica pelos 7 anos de convivéncia e historias, dos fundadores aos moradores
atuais e todos que passaram por aqui enquanto estive em Dracena.

A todos os amigos que fiz em Dracena durante o periodo que estive aqui.
A todos os que fazem parte do laboratorio de Fitopatologia, Marcela Bergamini, Marcela
Eloi, 1zabela, Gustavo, Yago, Maria Eduarda, Carol e a todos que contribuiram no

decorrer do trabalho.

A todos os professores, servidores e funcionarios de campo da UNESP Dracena por
fazerem da instituicdo um lugar especial pelas amizades cultivadas durante o periodo.

A Erivaldo José Scaloppi Junior pela ajuda durante as coletas no Centro de Seringueira
de Votuporanga — SP.

A FAPESP pelo apoio financeiro destinado ao projeto (Processo 2017/23927-3)

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



“Apenas quando somos instruidos pela verdade
€ que podemos muda-1a”
Bertolt Brecht



RESUMO

A cultura da seringueira (Hevea brasiliensis) apresenta grande importancia dentro do
agronegocio brasileiro. Apesar de o pais nao figurar entre os maiores produtores de latex
no planeta, a heveicultura possui caracteristicas positivas no aspecto socioambiental
como a geracao de empregos, cultivo em pequenas e médias propriedades e mitigacao
da emissdo de gases do efeito estufa. Atualmente o Estado de Sdo Paulo € o maior
produtor de borracha natural do pais, sendo que a area ocupada pelos seringais
apresenta crescimento nos ultimos anos, porém alguns fatores limitantes como os
problemas fitossanitarios, como a antracnose, limitam uma expansao ainda maior da
cultura. A antracnose é uma doenca flngica causada por diferentes espécies do género
Colletotrichum que tem como principais sintomas manchas foliares e danos em peciolos
sendo que, em casos extremos, pode provocar queda de folhas, fato que leva a reducao
da producéo de latex. Devido a alta variabilidade genética do patdgeno e as dificuldades
encontradas no controle da doencga, este trabalho teve como objetivo caracterizar 17
isolados de Colletotrichum obtidos a partir lesbes caracteristicas de antracnose em
foliolos de seringueira coletados em localidades distintas, e testar a resisténcia de
diferentes clones de seringueira a doenca. A caracterizacdo dos isolados, realizada
através de sequenciamento de parte do ITS, fatores morfo-culturais e patogénicos,
indicou a presenca de isolados causadores da doenca pertencentes aos complexos C.
acutatum e C. gloeosporioides, sendo verificada diferenca na agressividade entre
isolados. O teste de resisténcia clonal indicou graus de susceptibilidade a doenca
distintos entre os materiais estudados, assim como variacdo na resisténcia de cada
clones aos 3 diferentes isolados de Colletotrichum utilizados. Os resultados obtidos
confirmam a importancia da identificacdo correta dos isolados em areas com presenca
da doenca e/ou expansao da cultura, e da implementacao do clone adequado em relacao
aos patdégenos presentes na area, além de servir como base para estudos futuros para o
desenvolvimento de materiais genéticos resistentes a doenca.

Palavras-chave: Antracnose. Variabilidade. Resisténcia genética.



ABSTRACT

The culture of the rubber tree (Hevea brasiliensis) is of great importance within Brazilian
agribusiness. Although the country is not among the largest producers of latex on the
planet, rubber farming has positive characteristics in the socio-environmental aspect, such
as job creation, cultivation in small and medium-sized properties and mitigation of
greenhouse gas emissions. Currently, the State of Sdo Paulo is the largest producer of
natural rubber in the country, and the area occupied by rubber trees has grown in recent
years, but some limiting factors such as phytosanitary problems, such as anthracnose,
limit an even greater expansion of the crop. Anthracnose is a fungal disease caused by
different species of the genus Colletotrichum whose main symptoms are leaf spots and
damage to petioles and, in extreme cases, can cause leaf fall, a fact that leads to reduced
latex production. Due to the high genetic variability of the pathogen and the difficulties
encountered in controlling the disease, this study aimed to characterize 17 Colletotrichum
isolates obtained from characteristic anthracnose lesions in rubber tree leaflets collected
in different locations, and test the resistance of different rubber tree clones to disease.
The characterization of the isolates, carried out by sequencing the ITS region, morpho-
cultural and pathogenic factors, indicated the presence of disease-causing isolates
belonging to the C. acutatum and C. gloeosporioides complexes, with a difference in
aggressiveness among isolates. The clonal resistance test indicated different degrees of
susceptibility to disease among the studied materials, as well as variation in the resistance
of each clone to the 3 different Colletotrichum isolates used. The results obtained confirm
the importance of the correct identification of the isolates in areas with the presence of the
disease and / or expansion of the culture, and of the implementation of the appropriate
clone in relation to the pathogens present in the area, in addition to serving as a basis for
future studies for the development of genetic materials resistant to disease.

Keywords: Anthracnose. Variability. Control.
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) € uma espécie da familia
Euphorbiaceae que tem como centro de origem a floresta amazonica. Esta espécie é
utilizada comercialmente para extracao de latex, fonte de borracha natural (ALVARENGA;
CARMO, 2008).

O Sudeste Asiatico, com destaque para Malasia e Tailandia, concentra 92% da
producg&o global de borracha natural (CORREA et al., 2018), enquanto o Brasil, centro de
origem da cultura, atualmente é responsavel por apenas 1,5% da producao mundial.

Segundo o IBGE, em 2016, havia 147 mil hectares de seringais em producdo no
Brasil, que somados representaram uma producdo de 180 mil toneladas de borracha
seca. Essa producdo atende apenas 46% da demanda nacional, portanto 54% da
borracha natural necesséria para atender o mercado interno anualmente é provinda de
importacdes (SCALOPPI; FREITAS; GONCALVES, 2017). O Estado de S&o Paulo é o
maior produtor nacional, sendo responsavel por 60% da borracha natural produzida no
pais. A safra 2017/2018 representou um aumento de 11% da producao de coagulo e de
14,2% da area plantada do Estado em relacdo a safra 2016/2017 (OLIVEIRA;
GONCALVES, 2019).

Entre os fatores limitantes para maior expansao da cultura em territorio brasileiro
estdo os problemas fitossanitarios, sendo um deles a antracnose. A antracnose € uma
doenca fungica causada por diferentes espécies do género Colletotrichum, considerado
um dos mais importantes géneros de fitopatégenos do mundo devido a seu impacto
econdbmico em diversas culturas agricolas e sua distribuicdo cosmopolita, com a
presenca em regides tropicais, subtropicais e temperadas (SUTTON, 1992).

No Brasil, a antracnose ja foi relatada em diversos Estados como Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul, Parana, Minas Gerais e Espirito Santo e no Norte do pais, onde ocorre
associada ao mal-das-folhas ou em plantas com estresse nutricional (FURTADO;
TRINDADE, 2005).

O manejo da antracnose da seringueira apresenta algumas dificuldades como a
alta variabilidade genética e plasticidade fenotipica do género Colletotrichum, que pode

levar a identificacdo incorreta do agente causal (MENEZES, 2006), alternativas limitadas
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ao controle quimico, que além de representar riscos a trabalhadores e ao meio ambiente
(BETTIOL et al., 2014), no caso dessa doenca apresenta limitacdes técnicas como a
existéncia de apenas dois produtos registrados (AGROFIT) e problemas de resisténcia
do patégeno devido a auséncia de rotacdo de ingredientes ativos e variabilidade de
genética do agente causal.

Devido a importancia da identificagdo dos agentes causais da antracnose da
seringueira e a necessidade de novas formas de manejo da doenca, este trabalho teve
como objetivo caracterizar diferentes isolados de Colletotrichum de seringueira e
identificar fontes de resisténcia ao patdgeno entre diferentes clones utilizados

comercialmente.
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CONSIDERACOES FINAIS

A antracnose da seringueira € uma doenca causada por espécies do género
Colletotrichum relatada em diversas regides do pais e um fator limitante ao
desenvolvimento da cultura. Devido a alta variabilidade genética desse grupo de
patdgenos e as alternativas de controle restritas a apenas dois fungicidas registrados no
AGROFIT, é fundamental que se identifique corretamente o agente causal e que sejam
desenvolvidas novas ferramentas de manejo para a doenca, pois diferentes isolados do
patdgeno podem apresentar sensibilidades distintas aos fungicidas e desenvolver
resisténcia aos produtos.

Com base nessas perspectivas esse trabalho buscou identificar e caracterizar
diferentes isolados de Colletotrichum spp. patogénicos a seringueira e testar diferentes
clones da cultura quanto a sua resisténcia a doenca, ja que ha poucos estudos sobre o
controle genético da antracnose em seringueira.

Foram identificados dois complexos de Colletotrichum spp. como agentes causais
da doenca, C. gloeosporioides e C. acutatum, sendo que ndo chegou-se a identificacédo
a nivel de espécies, pois houve variacao da caracterizacdo cultural e apenas a regido ITS
foi sequenciada, sendo que para se chegar a uma espécie especifica € necessario
trabalhar com mais regides. Em relacdo a patogenicidade os isolados diferiram intra e
inter complexos.

Quanto ao estudo com os clones, foi possivel constatar que ha diferenga na

resisténcia entre os mesmos em relacéo a antracnose da seringueira, que a

agressividade dos isolados de Colletotrichum spp. varia de acordo com o clone e que

os clones IAC 502 e IAC 507 apresentaram potencial de resisténcia a doenca.
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GLOSSARIO

Acérvulo - pequeno corpo frutifero assexuado tipico dos fungos da classe
Melanconiales. A estrutura € formada no interior do tecido da planta hospedeira.

Responsavel pela liberacdo de conidios.

Andlise filogenética - analise da relacéo evolutiva entre grupos de organismos, que é
descoberto por meio de sequenciamento de dados moleculares e matrizes de dados

morfolégicos.

Conidios - Esporos assexuados formados por mitose que sado importantes para a

dispersdo desses organismos.

Peritécio - Corpo de frutificacdo de alguns fungos do filo Ascomycota. Possui formato de

garrafa e libera ascésporos (esporos sexuados) através de um ostiolo.

Dendrograma - tipo especifico de diagrama ou representacdo que organiza
determinados fatores e variaveis. Um exemplo é o cladograma, que mostra relacdes
evolutivas entre diferentes clados biolégicos (arvore filogenética)

Intraespecifico - que ocorre entre individuos pertencentes a mesma espécie

Interespecifico - que ocorre entre individuos de espécies diferentes

Micélio - corpo vegetativo da maioria das espécies de fungos, composto de hifas

agrupadas ou emaranhadas.

Plasticidade fenotipica - capacidade dos organismos de alterar a sua fisiologia ou
morfologia de acordo com as condi¢cdes do ambiente. Também pode ser definida como

“a habilidade de um gendtipo de produzir mais de um fendtipo quando exposto a
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diferentes ambientes”.

Patogenicidade - capacidade de um microrganismo causar doenca em uma

determinada espécie vegetal.

Resisténcia genética - capacidade de um determinado gendtipo resistir a o ataque de

um determinado patdgeno

Resisténcia horizontal - resisténcia poligénica, ndo especifica. Resiste ao surgimento
de novas racas do patégeno

Severidade - % da area ou do volume de tecido da planta coberto por sintomas

Variabilidade genética - resultado da recombinacgéo genética e/ou acimulo de mutacdes
em um individuo ou grupo, que ocorrem em decorréncia dos processos naturais do
préprio organismo ou por exposicdo a fatores externos, derivacdo genética ou novas

combinac¢@es a partir da reproducéo sexuada.



