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RESUMO

A seringueira (Hevea brasiliensis MUell. Arg.) € uma espécie oriunda da regiao
amazoénica cultivada no Brasil. Com a ampliacdo de areas plantadas dessa cultura,
muitas doengas que antes ndo eram expressivas vém ganhando importancia, como a
antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum, que ataca folhas,
causando queda prematura. Desta forma, estudos que visem determinar quais
espécies de Colletotrichum ocorrem e quais prevalecem nas principais regides
produtoras de seringueira e, que caracterizem as populagdes do patégeno sao
importantes para o pais. Este trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar
espécies de Colletotrichum associadas a antracnose da seringueira no Estado de Séo
Paulo. Para isso, foram realizadas analises filogenéticas, utilizando sequéncias
parciais dos genes ITS, TUB2, CAL e GAPDH . Também foram realizados testes de
inducao de resisténcia de seringueira ao Colletotrichum utilizando fungos saprobios
do semiarido nordestino, identificados pelo projeto BIOTA de 2012. As analises
filogenéticas se mostraram eficientes na separagdo das espécies dentro de 3
complexos do género Colletotrichum: C. acutatum, C. boninense e C. gloesporioides.
Além disso foram relatadas duas novas espécies, C. fructicola e C. scovillei,
associados a seringueira no Brasil. Na indugdo de resiténcia de seringueira dois
fungos foram elencados como potenciais agentes de biocontrole da antracnose:
Curvularia eragrostidis que teve o melhor desempenho no controle da antracnose
quando aplicado de modo preventivo e Phialomyces macrosporus que controlou a
doenca quando aplicado de modo curativo. Os resultados obtidos permitirdo a melhor
compreensao de aspectos etioldégicos e epidemiolégicos da doenga, fornecendo
subsidios para o desenvolvimento e a adogao de métodos de controle adequados para

as espécies de Colletotrichum associadas a antracnose da seringueira no Brasil.

Palavras-chave: heveicultura; identificagcdo de espécies de Colletotrichum, controle

bioldgico, antracnose



ABSTRACT

The rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) is a species from the Amazon region,
cultivated in Brazil. With the expansion of planted areas of this crop, many diseases
that were not expressive before are gaining importance, such as anthracnose, caused
by fungi of the Colletotrichum genus, which attacks leaves, causing their premature
fall. Thus, studies aimed at determining which Colletotrichum species occur and which
prevail in the main rubber tree-producing regions and which characterize the pathogen
populations are important for the country. This work aims to identify and characterize
Colletotrichum species associated with rubber tree anthracnose in Sdo Paulo state.
For this, phylogenetic analyzes will be carried out, using partial sequences of the ITS,
TUB2, CAL, and GAPDH genes. The isolates will also be characterized pathogenically
through inoculation in different clones of rubber trees. Allied to the clone differential
reaction experiment, rubber tree resistance induction tests to Colletotrichum will be
carried out using saprobic fungi from the northeastern semiarid region, identified by
the 2012 BIOTA project. Phylogenetic analyzes differ from species separation within 3
comprehensive ranges of the Colletotrichum genus: C. acutatum, C. boninense and C.
gloesporioides. In addition, two new species, C. fructicola and C. scovillei, associated
with rubber trees in Brazil were reported. In rubber tree resistance induction, two fungi
were listed as potential agents for anthracnose biocontrol: Curvularia eragrostidis,
which had the best performance in anthracnose control when preventively requested,
and Phialomyces macrosporus, which controls a disease when it is curative. The
results will allow a better understanding of the etiological and epidemiological aspects
of the disease, providing support for the development and adoption of adequate control
methods for Colletotrichum species associated with anthracnose of rubber trees in

Brazil.

Keywords: rubber plantation; identification of species, biological control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1. Sintomas de antracnose em folhas de seringueira. ..............cccccceeeiiiiiiiiiieeeeenn. 28
Figura 4.1. Pontos de coleta de material com antracnose.............cooooveeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
Figura 4.2. Arvore filogenética dos isolados do género Colletotrichum identificados a nivel de
TS 0= o [ TS 45
Figura 5.1. Area foliar afetada pela antracnose nos tratamentos preventivos: com agua (A),
somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06 (C), com o
fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado 33/08 (E) e com o
fungo M. roridum -1S01ado 03/10 (F)....cooiiiiee e 62
Figura 5.2. Mudas de seringueira do clone RIMM600 nos tratamentos preventivos: com agua
(A), somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06 (C), com
o fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado 33/08 (E) e com
o fungo M. roridum -1solado 03/10 (F)....ccooreeiie e e 62
Figura 5.3. Area foliar afetada pela antracnose nos tratamentos curativos: com agua (A),
somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06 (C), com o
fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado 33/08 (E) e com o
fungo M. roridum -1S0lado 03/10 (F)...ceoeeieeee e 63
Figura 5.4. Mudas de seringueira do clone RIMM 600 nos tratamentos curativos: com agua
(A), somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06 (C), com
o fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado 33/08 (E) e com
o fungo M. roridum -1S0lado 03/10 (F). ...uuueeeeiieeei e 63
Figura 5.5. Atividade da enzima peroxidase [A] e da enzima FAL (ng/mL de acido trans-

cinamico. grama de proteina -1. h-1) [B] em mudas de seringueira nos tratamentos preventivos

Figura 5.6. Atividade da enzima peroxidase (mmol.min-1.mg-1protein) [A] e da enzima FAL
(ng/mL de acido trans-cindmico. grama de proteina -1. h-1) [B] em mudas de seringueira nos

p=1 =10 0 1=) a1 (o ST e 0| 2= | (VL0 1= TP 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1. Regides génicas e oligonucleotideos nas reagdes de PCR realizadas nos isolados

Tabela 4.2. Col6nias de Colletotrichum spp. isoladas conforme a cidade de origem........... 43
Tabela 4.3. Isolados obtidos de Colletotrichum spp. em folhas e identificados conforme a
L] o L= Tox = TR 44
Tabela 5.1. Porcentagem de area foliar doente, de morte de enxertos e morte da gema apical
de mudas no tratamento PreveNntiVo. ..........ooouiiiii e 61
Tabela 5.2. Porcentagem de area foliar doente, de morte de enxertos e morte da gema apical

de mudas NO tratameENn o CUIATIVO. .. .. ..o et aens 61



SUMARIO

1. INTRODUGAO 16
1.1. REFERENCIAS 19
2. OBJETIVOS 22
2.1. GERAL 22
2.2. ESPECIFICOS 22
3. CAPITULO 1 23
3.1. O GENERO HEVEA 23
3.1.1. A IMPORTANCIA DA SERINGUEIRA 24
3.2. DIVERSIDADE DE FUNGOS EM SERINGAIS 25
3.3. O GENERO COLLETOTRICHUM 26
3.4. AANTRACNOSE 27
3.5. SINTOMAS E EPIDEMIOLOGIA 27
3.6. CONTROLE DE DOENCAS 28
3.7. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE COLLETOTRICHUM SPP. 29
3.8. REFERENCIAS 30
4. CAPITULO 2 36
41, RESUMO 36
4.2. INTRODUCAO 37
43. MATERIAL E METODOS 39
43.1. OBTENGAO DE MATERIAL COM ANTRACNOSE 39
4.3.2. ISOLAMENTO DO FUNGO COLLETOTRICHUM SPP. 40
4.3.3. CARACTERIZACAO MOLECULAR: SEQUENCIAMENTO DE REGIOES
ESPECIFICAS E ANALISE FILOGENETICA 2
4.4, RESULTADOS 42

4.41. ISOLAMENTO DE COLLETOTRICHUM SPP. A PARTIR DOS MATERIAIS
INFECTADOS. 42
4.4.2. IDENTIFICAGAO MOLECULAR: SEQUENCIAMENTO DE REGIOES ESPECIFICAS

E ANALISE FILOGENETICA 43
45, DISCUSSAO 46
4.6. CONCLUSOES 48
47. REFERENCIAS 49
5. CAPITULO 3 53
5.1. RESUMO 53
5.2. INTRODUCAO 54

5.3. MATERIAL E METODOS 56



5.3.1. ISOLADO DOS FUNGOS USADOS E CLONES DE SERINGUEIRAS USADOS NO

TRABALHO 56
5.3.2. CONTROLE DE COLLETOTRICHUM EM SERINGUEIRA UTILIZANDO FUNGOS

SAPROBIOS DO SEMIARIDO NORDESTINO 56
5.3.3.  QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS PEROXIDASE E FENILALANINA
AMONIALIASE (FAL) 57
5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO 58
5.5. CONCLUSOES 66
5.6. REFERENCIAS 67

6. CONSIDERAGOES FINAIS 70



Introdugéo 16

1. INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) € uma espécie pertencente a
familia Euphorbiaceae que possui grande importancia econdmica devido a produgao
de latex, fonte de borracha natural (ALVARENGA; CARMO, 2008).

Apesar da importancia da borracha natural como matéria prima para a industria,
em diversos segmentos, por exemplo, a industria automobilistica, de calgados,
adesivos e da area medica (SIERRA-HAYER, 2014), a produgado brasileira de
borracha natural representa apenas um terco da demanda nacional se tornando
necessaria a importacéo do produto para o pais.

Dentre as dificuldades para o aumento da produtividade da cultura no Brasil, se
encontram os problemas fitossanitarios, a exemplo dos ocasionados pela antracnose.
A antracnose é uma doenga causada por fungos do género Colletotrichum,
considerado economicamente um dos mais importantes géneros de fitopatogenos no
mundo, devido aos elevados danos causados, em uma ampla gama de espécies
vegetais, em regides tropicais, subtropicais e temperadas (SUTTON, 1992).

Diferentes tecidos da seringueira sdo afetados pela antracnose. Nas folhas,
ramos e peciolos os sintomas se manifestam nas brotagbdes novas, causando
pequenas lesbes arredondadas de coloragdo marrom-avermelhada que podem
coalescer. Nos peciolos e ramos, provocam lesdes escuras, necroéticas e deprimidas.
Em condigbes de ataque severo, ocorre desfolhamento, morte da gema apical e seca
descendentes dos ramos. Em todos os 6rgdos afetados ha grande produgdo de
esporos, envoltos em massa de coloragao alaranjada (FURTADO; TRINDADE, 2005).

No painel de sangria os sintomas se caracterizam pela presencga de lesdes
secas e deprimidas, com forma eliptica, localizadas acima do corte de sangria
(SILVEIRA et al., 1992), podendo coalescer e danificar grande parte do painel
(FURTADO; TRINDADE, 2005).

Em condigdes de campo as infecgdes sao ocasionadas por conidios produzidos
em massas a partir dos acérvulos, embora os ascésporos do fungo, produzidos em
peritécios, formados nas folhas velhas ou outros 6rgaos mortos, também possam
causar infecgdes. Os conidios s&o disseminados por meio de respingos de chuva e
pelo vento. Condi¢des de umidade relativa do ar superior a 90% durante 13 horas por

dia favorecem a ocorréncia severa da doenga (GASPAROTTO et al., 2012).
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De acordo com Wastie (1972), a temperatura 6tima para o crescimento e
esporulagao de C. gloeosporioides de Hevea brasiliensis ocorre entre 26 e 32 °C, com
germinagao de esporos superior a 90% entre 21,5 e 30,5 °C, sendo a viabilidade e
germinagdo de esporos sensiveis a umidade atmosférica, decrescendo
significativamente abaixo de 100% de umidade relativa do ar. Entretanto, o
comportamento das espécies de Colletotrichum pode ser distinto. Esse fato foi
constatado por Adaskaveg e Hartin (1997), que analisando o desenvolvimento de
colénias em meio de cultura, distinguiram isolados de C. gloeosporioides, que se
desenvolveram melhor a 30 °C, de C. acutatum cujo crescimento da colénia foi mais
intenso a temperatura de 25 °C.

Smith e Black (1990) também diferenciaram isolados de C. gloeosporioides e
C. acutatum, pelo fato desta ultima espécie apresentar o menor desenvolvimento sob
a temperatura de 32°C. Entre os agentes causais da antracnose ja relatados no Brasil
estdo C. gloeosporioides (SILVEIRA; CARDOSO, 1987) e C. acutatum (SIERRA-
HAYER, 2010).

Sarmiento (2013) caracterizou isolados de Colletotrichum spp. obtidos de
seringais dos estados de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso e Manaus, utilizando
analises morfolégicas e moleculares e constatou que os mesmos pertencem a
diferentes complexos de espécies (C. acutatum, C. gloeosporioides e C. boninense),
embora ndo tenha sido possivel identifica-las precisamente.

Além disso, existe a possibilidade de ocorréncia de duas ou mais espécies de
Colletotrichum parasitando um mesmo hospedeiro, fator que pode dificultar o controle
da antracnose, tornando-a uma doenca ainda mais importante. Isto se deve pelo
comportamento diferenciado entre espécies, as quais apresentam sensibilidade
distinta a diferentes fungicidas (TOZZE JUNIOR, 2007).

Sendo assim, para o desenvolvimento ou adocdo de um método eficaz ao
controle da antracnose da seringueira, € imprescindivel o conhecimento sobre quais
espécies do patdogeno ocorrem e quais prevalecem, bem como qual a variabilidade da
populagdo do patdgeno associada a antracnose da seringueira em uma determinada
regiao (KATAN, 2000).

Entretanto, devido a plasticidade fenotipica apresentada pelas espécies do
género Colletotrichum, esforgos devem ser aumentados para o uso integrado de
métodos morfologicos e bioquimicos, visando estudos taxonémicos desse importante
grupo de fungos (MENEZES, 2006). Desta forma, evitando a identificagdo imprecisa
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do agente causal baseada apenas em critérios fenotipicos, o que poderia
comprometer a compreensao da relagao entre patégeno e hospedeiro, o diagnostico
e o controle da doenca (HYDE et al., 2009).

Com os avancos nos estudos moleculares associados aos métodos baseados
em critérios fenotipicos, a taxonomia do género Colletotrichum tem sido melhor
compreendida e, novas espécies sao propostas (DAMM et al., 2012a; DAMM et al.,
2012b; WEIR et al., 2012). A analise de sequéncias de acidos nucléicos € considerada
a técnica mais confiavel para a classificagao de espécies de Colletotrichum (CAl et al.,
2009; CROUCH et al., 2009; DAMM et al., 2009; PRIHASTUTI et al., 2009; CANNON
et al., 2012).

Dentre as regides do genoma ja estudadas para este género, a ITS é a que
possui maior numero de sequéncias depositadas. A analise filogenética utilizando
dados desta regido é uma ferramenta util para uma identificagcao preliminar da espécie
de Colletotrichum ou para coloca-lo em um complexo de espécie (CAl et al. 2009).
Existem varias regides do genoma de fungos do género Colletotrichum tém sido
analisadas em conjunto com a ITS, entre as quais a B-tubulina, Calmodulina,
Glutamina sintetase e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (PRIHASTUTI et al.,
2009).

Dentre as regides do genoma ja estudadas para este género, a ITS é a que
possui maior numero de sequéncias depositadas. A analise filogenética utilizando
dados desta regido é uma ferramenta util para uma identificagédo preliminar da espécie
de Colletotrichum ou para coloca-lo em um complexo de espécie (CAl et al. 2009).
Existem varias regides do genoma de fungos do género Colletotrichum que tém sido
analisadas em conjunto com a ITS, entre as quais a B-tubulina, Calmodulina,
Glutamina sintetase e Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (PRIHASTUTI et al.,
2009). Tais estudos demonstram que a analise multigénica é a técnica mais adequada
para identificacdo de espécies de Colletotrichum.

Uma maior compreensao sobre a etiologia e epidemiologia da antracnose da
seringueira possibilita estudos direcionados, visando minimizar os danos causados
pela doenga, contribuindo com a maior produtividade dos seringais e melhor
atendimento as demandas pela borracha natural no mercado brasileiro.

Neste sentido, esta tese esta dividida em trés capitulos que compreendem uma

revisdo de literatura no Capitulo 1 e os resultados dos ensaios experimentais, em
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formato de artigo para potencial publicagao em periddico cientifico especializado, nos

Capitulos 2 e 3
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar os isolados de Colletotrichum spp. coletados em seringueira e avaliar

a inducéo de resisténcia na planta usando fungos saprébios.

2.2. Especificos

a. ldentificar os isolados de Colletotrichum spp. previamente coletados por
meio da avaliagdo de caracteristicas genéticas.

b. Com base em alguns trabalhos desenvolvidos pelo projeto BIOTA,
selecionar alguns fungos saprébios do semiarido nordestino para indugao de

resisténcia de seringueira a Colletotrichum.
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3. CAPITULO 1

Revisao de literatura

3.1. O género Hevea

Plantas laticiferas sao assim classificadas por exsudarem latex quando
submetidas a injurias mecanicas (CHO et al., 2014). Estao distribuidas em 22 familias,
dentre as quais, as mais representativas em relagao a produgao desse composto sao:
Asclepiadaceae, Apocynaceae, Moraceae, Papaveraceae e Euphorbiaceae
(ALBUQUERQUE et al., 2009)

A familia Euphorbiaceae é de distribuicdo predominantemente pantropical,
sendo composta de, aproximadamente, 334 géneros e 6.000 espécies (JUDD et al.
2009; SOUZA; LORENZI 2012). No Brasil, sdo encontrados 72 géneros contendo
mais de 2500 espécies de plantas classificando-a, a partir do ponto de vista
taxondbmico, como uma das mais complexas familias da flora brasileira
(PRIYADARSHAN; CLEMENT- DEMANGE, 2004; SOUZA; LORENZI 2012;
TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

A maioria das espécies contidas nesse agrupamento possui latex, produto com
grande importancia comercial, como é o caso do género Hevea responsavel pelo ciclo
da borracha no Brasil (SOUZA; LORENZI, 2012). O pais conta com 11 espécies
conhecidas: H. brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.; H. guianensis Aublet;
H. benthamiana Muell.-Arg.; H. pauciflora (Spruce ex Benth.); H. nitida Mart. ex Muell.-
Arg.; H. spruceana (Benth.); H. paludosa Ule Jarb.; H. rigidifolia (Spruce ex Benth.)
Muell.-Arg.; H. camporum Ducke; H. microphylla Ule e H. camargoana Pires
(GONGALVES et al., 1997; SECCO, 2008).

Ha relatos que a primeira descri¢ao do género Hevea foi feita superficialmente
por La Condamine (1734 — 1744) quando transportou amostras de borracha para a
Europa e, dado do seu valor, algumas espécies ficaram conhecidas rapidamente no
continente (ALBUQUERQUE; GOMES, 2000).

Os registros taxondmicos desse género foram inicialmente descritos em 1775,
quando Jean Baptiste Christian Eusée-Aublet descreveu a espécie Hevea guianensis
(PRIYADARSHAN et al., 2009).
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Em 1791 houve uma alteragdo na nomenclatura desse género que passa a ser
denominado como Siphonia, contudo, o género Hevea foi restabelecido atendendo ao
cédigo Internacional de Nomenclatura sendo Hevea brasiliensis o binbmio designado
para seringueira (PIRES et al., 2002).

O género Hevea tem particularidades na sua classificagdo: a maioria das
plantas sédo lenhosas e arbustivas pertencentes ao grupo das eudicotiledéneas. Além
disso, sao plantas monoicas com folhas compostas trifoliadas, possuem flores
pequenas e unissexuadas com disposicdo em racimo (SECCO, 2008). Seu fruto
geralmente contém trés sementes e possui deiscéncia explosiva (GONCALVES et al.,
1990a).

3.1.1. A importancia da seringueira

No inicio do século XX o Brasil ja foi considerado o maior produtor mundial de
borracha, contribuindo com 98% da produgdo (BERNARDES et al., 1990). Por volta
da década de 1930, uma doencga foliar denominada “mal-das-folhas” causada pelo
fungo ascomiceto Pseudocercospora ulei (Henn.), provocou inUmeros prejuizos nas
areas de ocorréncia natural (LIEBEREI, 2007).

Devido a isso, a seringueira foi cultivada em outros paises gragas a sua alta
capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢des climaticas (GONCALVES;
MARQUES, 2008). Nesse contexto, paises do sudeste Asiatico como China,
Indonésia, india, Malasia e Tailandia, consideradas como areas de escape da doenca,
atualmente tornaram-se os maiores produtores mundiais desse insumo (WEBSTER;
BAULKWILL, 1989; IRSG - International Rubber Study Group, 2017)

Em comparacgédo com produtos sintéticos a borracha natural apresenta alto peso
molecular, maior resisténcia, elasticidade e impermeabilidade (GONCALVES et al.,
1990b; PRIYADARSHAN et al., 2009). Atualmente, esse composto € amplamente
utilizado em industrias de fabricagao de pneus, detendo 75% de toda a producéo de
borracha mundial. Além desse setor, os segmentos de calgados e de produtos de uso
hospitalar também geram demanda pela matéria prima (MORENO et al., 2008;
SOMAIN; DROULERS, 2016).

Apesar de ndo ser a unica espécie produtora de borracha natural, H.
brasiliensis se destaca pela producdo de latex com maior teor de polimeros de
borracha (GONCALVES et al., 1989; GONCALVES et al., 1990b). No ano de 2018 o

Brasil foi responsavel por, aproximadamente, 2,3% da produgdo mundial, gerando
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cerca de 333 mil toneladas. As maiores plantacdes nacionais estdo concentradas nos
estados de Sao Paulo (69%), Bahia (7%), Goias (6%), Minas Gerais (5%), Mato
Grosso (5%) e Espirito Santo (4%) (IBGE, 2019).

Apesar do pais ndo estar entre os principais produtores de latex, a heveicultura
gera impactos sociais e ambientais positivos. A cultura é responsavel por fixar
populagdes rurais no campo devido a alta necessidade de méao-de-obra além da
possibilidade de ser cultivada em pequenas propriedades. No setor ambiental a alta
fixagdo de carbono durante o desenvolvimento da seringueira se torna uma alternativa
sustentavel se comparada com a borracha sintética proveniente do petréleo (SILVA,
2014).

3.2. Diversidade de fungos em seringais

Os fungos s&o organismos eucariéticos e que desempenham diversos papéis
ecossistémicos. A ciclagem de nutrientes, controle biolégico de espécies e a
degradagao de substancias toxicas sdo alguns exemplos de contribuicdo com o meio
ambiente (PALM; CHAPELA, 1998; DA SILVA et al., 2018).

Além disso, as atividades fungicas geram impactos significativos para o Homem
sendo amplamente estudadas nos setores agricola, farmacéutico, biotecnolégico,
meédico e até mesmo na industria alimenticia (MAY; ADAMS, 1997; DA SILVA et al.,
2018)

A capacidade de produzir enzimas permite a sua atuagao em diversos tipos de
substratos, dentre eles, estdo as folhas que € um 6rgdo da planta facilmente
degradavel e encontrado em maior abundancia em ecossistemas naturais (DIX;
WEBSTER, 1995).

Os seringais geram um ambiente estavel para o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos fungos visto que simulam algumas func¢des da floresta tropical (IAC,
2017). Mundialmente foram constatadas cerca de 323 espécies relacionadas com
Hevea brasiliensis Muell-Arg sendo que 53 s&o encontradas no Brasil (MENDES et
al., 1998; EMBRAPA, 2017; FARR; ROSSMAN, 2017).

A grande diversidade de fungos nesse ambiente se deve ao fato de estarem
presentes em diferentes 6rgaos da planta e desempenhando papeis ecolégicos
distintos: |. em folhas vivas da copa s&o encontradas espécies fitopatogénicas,
biocontroladoras de patdgenos e parasitas ou comensais de artrépodes; Il. nos

troncos e galhos estdo presentes, principalmente, saprobios e fungos liquenizados;
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lll. na serrapilheira ha a presenga de decompositores e IV. nas raizes saprobios ou
patégenos relacionados a raiz (SANTOS, 2018).

Além dos fungos que causam doenga em plantas é de extrema importancia o
estudo dos nao fitopatogénicos ja que, além de desempenhar outros papéis, podem
intervir na sobrevivéncia de espécies causadoras de doencas tal como a do Mal-das-
Folhas, que tem como agente causal o Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx e

Colletotrichum spp. que provocam a Antracnose da seringueira (SANTOS, 2018).

3.3. O género Colletotrichum

O género Colletotrichum apresenta a seguinte classificagédo: reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Incertae sedis, familia Glomerellaceae
(KUNWAR, 2018).

Devido a sua ampla gama de hospedeiros e atuagdo como fungos endofiticos
(ROCHA et al., 2011; MORENO, 2016) ou saprofitos associados a outras doengas
(FURTADO; SILVEIRA, 1992), o género Colletotrichum causa inumeros prejuizos
para o mercado mundial sendo classificados como o oitavo género de fungos
fitopatogénicos mais importantes no mundo (CANON et al., 2012; DEAN et al., 2012).

O agente causal da Antracnose foliar ou do painel de sangria pode provocar
incertezas na sua identificagdo baseadas em caracteres morfolégicos, ja que possuem
ampla variedade fenotipica (MENEZES, 2006; SANTOS, 2018) e, devido aos distintos
modos de atuacdo de complexos de espécies, a viruléncia também pode variar
(BROWN; SOEPENA, 1994; FERNANDO et al., 2000; GUYOT et al., 2001; SAHA et
al., 2002; GUYOT et al., 2005).

Especificamente em Hevea sp. ja foram relatadas a presenca dos complexos:
C. acutatum, C. gloesporioides e C. boninense (PETCH, 1921; CARPENTER;
STEVENSON, 1954; JAYASINGHE et al., 1997; SAHA et al., 2002; GAZIS;
CHAVERRI 2010; GAZIS et al., 2011; DAMM et al., 2012a).

Segundo Sarmiento (2013) ja foram molecularmente identificados os trés
complexos relatados anteriormente elencando o C. acutatum como o mais frequente

associados a doenca.
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3.4. A Antracnose

A antracnose foi primeiramente relatada no Sri Lanka em 1905 (PETCH, 1921),
sendo o Coletotrichum acutatum a espécie que mais se relaciona a antracnose foliar
no pais (JAYASINGHE et al, 1997).

Esse fitopatdgeno causou inumeros prejuizos para a heveicultura mundial. Na
Asia, regido de maior produgado de latex, a doenga é considerada um dos principais
motivos de baixa produtividade da cultura (THAMBUGALA; DESHAPPRIYA, 2009).

No Brasil, os primeiros relatos de antracnose associada a seringueira se deram
na regido Amazénica associada ao mal-das-folhas (FURTADO, 2008). Sabe-se que
esse fitopatdgeno é encontrado em todas as regides em que a cultura esta presente
provocando danos em folhas, inflorescéncias e ponteiros (FURTADO; TRINDADE,
2005; SIERRA, 2010).

Além de Hevea brasiliensis, Gasparotto et al, (2012) relataram a ocorréncia da
doenca em H. pauciflora, H. guianensis, H. benthamiana e H. camargoana.
Especificamente em H. brasiliensis diversas partes da planta sdo atacadas: folhas,
caule, ramos, peciolo, frutos, inflorescéncia, hastes, placas de enxerto em jardim
clonal ou viveiros e também em painéis de sangria podendo causar dieback
(FURTADO; SILVEIRA, 1992; SILVEIRA; CARDOSO, 1987; SILVEIRA et al., 1992a;
SOUZA, 2018).

3.5. Sintomas e epidemiologia

O ataque de Colletotrichum pode se dar em todas as fases do desenvolvimento
da seringueira, contudo sdo nos estadios ontogénicos B, fase que corresponde ao
alongamento celular (duragdo média de 10 dias), o momento em que a planta se
encontra mais suscetivel ao patégeno (GASPAROTO et al., 2012).

As infeccbes sdo causadas, principalmente, pela dispersdao de conidios
produzidos em massa a partir dos acérvulos, ou por ascésporos, gerados em
peritécios porém em menor propor¢ao. A disseminagao se da por respingos de chuva
e ventos que, apds o contato com o hospedeiro, iniciam a germinagao, penetram nas
células da planta com o auxilio dos apressoérios a colonizando e gerando os primeiros
sintomas (MENEZES, 2002; GASPAROTO et al., 2012).

Esses variam dependendo do tecido afetado pela antracnose. Em folhas,
ramos e peciolos os sintomas manifestam-se em brotagbes novas, gerando

pequenas lesdes arredondadas e de coloragdo marrom-avermelhada que podem
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coalescer (FURTADO; TRINDADE, 2005). No painel de sangria se caracterizam pela
presenca de lesdes secas e deprimidas, de forma eliptica e localizadas acima do
corte tendo a possibilidade de coalescer (FURTADO; TRINDADE, 2005).

Figura 3.1 - Sintomas de antracnose em folhas de seringueira.

Fonte: Ana Carolina Firmino

3.6. Controle de Doencas

O controle quimico é a alternativa mais utilizada no manejo de antracnose em
seringueira. Atualmente existem dois defensivos quimicos registrados no sistema de
agrotoxicos fitossanitario (AGROFIT) para o controle da doencga: I. uma mistura de
fluxapiroxade (carbomixida) e piraclostrobina (estrobirulina) e; Il. propiconazol (triazol)
(AGROFIT, 2021).

Mesmo sendo o principal recurso no controle da doencga, os quimicos sédo de
alto custo, constitui risco ambiental e a saude humana, ja que libera residuos toxicos
reduzindo a biodiversidade e gerando desequilibrio biolégico (BETTIOL et al., 2014).

Além disso, a alta variabilidade genética de Colletofrichum pode gerar
diferencas na sensibilidade aos fungicidas (TOZZE JUNIOR, 2017). Santos (2018)
relacionou que a susceptibilidade dos clones e a agressividade dos isolados variam
da interagao clone X isolado.

Sendo assim, apds o contato com o patégeno, a resposta da planta depende
da expressdo de mecanismos de resisténcia em uma sequéncia légica (Pascholati,
2011). A ativacdo do mecanismo de resisténcia depende de inumeras alteragdes

metabolicas que acontecem nos tecidos do hospedeiro: |. aumento dos teores de
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varias classes de compostos de baixo peso molecular; Il. sintese e acumulo de
proteinas relacionadas a patogene (proteinas RP); Ill. aumento na concentragdo ou
atividade de varias enzimas; |IV. alteracdo no perfil proteico; V. aumento no teor de
acidos nucléicos e; VI. aumento da taxa de respiracdo (FAULIN,2010).

Portanto, a reagcdo de resisténcia de uma planta a um patdégeno esta
relacionada com a sua capacidade de evitar ou retardar a entrada ou atividade do
microrganismo em seus tecidos (PASCHOLATI, 2011).

A interacdo planta-patdégeno deve contar com outro fator, o meio ambiente, que
apresenta alteragdes frequentes no decorrer do ciclo de uma cultura e, pode
influenciar no grau de suscetibilidade de um hospedeiro favorecendo ou nao a
sobrevivéncia e desenvolvimento do patogeno dentro ou fora da planta (BEDENDO ;
AMORIM, 2011).

No patossistema Colletotrichum-seringueira sdo encontrados relatos de
diferentes reacdes de clones a regides geograficas distintas e com microclimas
diferentes. No entanto, poucos trabalhos sdo encontrados relatando o comportamento
especifico de espécies de Colletotrichum em clones de seringueira sob variadas
condicdes ambientais (MAGALHAES et al., 2021).

3.7. ldentificacao dos isolados de Colletotrichum spp.

A identificac&o precisa do agente causal da antracnose se faz necessaria para
a compreensao do patossistema e do manejo no campo (ANTONIO, 2020).

Devido a plasticidade fenotipica do género, somente estudos morfologicos e
fisioloégicos de Colletotrichum spp. geram uma caracterizagédo imprecisa desse fungo.
Sendo assim, técnicas moleculares sdo utilizadas como uma ferramenta
complementar nos estudos taxonomicos (MENEZES, 2006).

Para uma identificacdo preliminar de espécie ou complexo de espécies, a
regido ITS € a que possui 0 maior numero de sequéncias depositadas no GenBank.
Além dela, outras regides do genoma foram elencadas e analisadas juntamente com
a regiao ITS: B-tubulina, Calmodulina, Glutamina sintetase e Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (PRIHASTUTI et al., 2009.)

Com os avangos no campo molecular, muitas espécies foram sugeridas ao
longo dos anos (KIRK et al., 2008; HYDE et al., 2009). Atualmente os organismos
pertencentes ao género Colletotrichum estado separados em complexos: C acutatum,

C. gloesporioides e C. boninense.
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4. CAPITULO 2

Artigo 01
Identificagao de espécies de Colletotrichum spp. em seringais das

principais regioes produtoras do Estado de Sao Paulo, Brasil

4.1. Resumo

A seringueira € uma espécie oriunda da regido amazénica amplamente cultivada no
Brasil. A antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum, esta presente nas
principais areas de plantio desta espécie arborea. Diante disso, estudos que
melhorem o entendimento do patossistema Colletotfrichum x seringueira fornecem
subsidios para posteriores analises epidemiolégicas e de manejo fitossanitario desta
doenga no campo. Deste modo, o trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizacgao de isolados de Colletotrichum coletados nas principais areas de cultivo
de seringueira do Estado de S&o Paulo. A caracterizagdo molecular possibilitou a
identificacdo de sete espécies pertencentes a trés complexos: complexo C.
gloeosporioides (C. siamense, C. gloeosporioides, C. fructicola, C. theobromicola),
complexo C. boninense (C. karsti) e complexo C. acutatum (C. acutatum e C. scovillei),
sendo que C. scovillei e C. fructicola, nunca foram associados a antracnose de
seringueira no Brasil. O complexo com maior numero de isolados foi o C. acutatum
com aproximadamente 60% do total de todos os isolados identificados a nivel de
espécie, seguido do complexo C. gloesporioides (37,1%) e C. boninense
respectivamente (2,9%). Assim, observou-se que a analise multilocus foi eficiente na
separagcdo de espécies dentro dos complexos, sendo apresentado padroes
semelhantes de agrupamento das espécies em clados com amostras de outras
regides do Brasil. Salienta-se ainda que este € o primeiro relato de C. fructicola e C.

scovillei associados a seringueira no pais.

Palavras chave: analise multilocus, antracnose, fungo, filogenia, seringueira.
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4.2. Introdugao

A seringueira (Hevea brasiliensis MUell. Arg.) € uma espécie oriunda da regiao
amazobnica, pertencente a familia Euphorbiaceae. Esta espécie possui grande
importancia econdmica por ser a principal produtora de latex, fonte de borracha natural
(Alvarenga e Carmo, 2008).

As maiores areas de cultivo comercial de seringueira estdo localizadas nos
paises do sudeste asiatico, com destaque a Malasia, a Indonésia e a Tailandia. No
Brasil, o Estado de Sao Paulo € o principal produtor de borracha natural do pais,
representando em média 60% da produgao nacional (Abrabor, 2018; IEA, 2019).

Apesar de ser fonte de matéria prima para diversos setores industriais, a
produgao brasileira de borracha natural representa apenas um terco da demanda
nacional gerando, anualmente, cerca de US$ 500 milhdes sdo gastos anualmente com
a importagao desse material (Sierra-Hayer, 2014; Abrabor, 2018; IEA, 2019).

Alguns fatores sao limitantes ao aumento na produtividade da cultura no Brasil.
Dentre estes, estdo os problemas fitossanitarios como a ocorréncia de antracnose.
Esta doengca € causada por fungos do género Colletotrichum, considerado
economicamente um dos mais importantes géneros de fitopatégenos no mundo,
devido aos danos causados a uma ampla gama de espécies vegetais em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (Sutton, 1992).

Os sintomas da doen¢a podem mudar de acordo com o tecido lesionado,
variando de pequenas lesdes arredondadas de coloracdo marrom-avermelhada em
brotagées novas a lesdes escuras, necroticas e deprimidas em 6rgaos adultos. Em
condi¢des de ataque severo, ocorre desfolhamento, morte da gema apical e seca
descendentes dos ramos. Em todos os 6rgédos afetados, ha grande producdo de
esporos que se encontram envoltos em massa de coloragédo alaranjada (Furtado e
Trindade, 2005).

No painel de sangria, os sintomas caracterizam-se pela presenca de lesdes
secas e deprimidas, com forma eliptica, localizadas acima do corte de sangria (Silveira
et al., 1992), podendo coalescer e danificar grande parte do painel (Furtado e
Trindade, 2005).

Em condigdes de campo, as infecgdes sdo ocasionadas por conidios
produzidos em massas a partir dos acérvulos, embora os ascosporos do fungo
também possam causar infecgdes. Estes ascdsporos sao produzidos em peritécios e
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formados nas folhas velhas ou outros 6rgaos mortos. Os conidios sdo disseminados
por meio de respingos de chuva e pelo vento. Além disso, a ocorréncia severa da
doenca é favorecida em condi¢gdes de umidade relativa do ar superior a 90% durante
13 horas por dia (GASPAROTTO et al., 2012)

A identificacdo de espécies de Colletotrichum por muitos anos foi baseada
quase que exclusivamente em caracteristicas fenotipicas, como aspectos culturais,
morfoldgicos e fisioldgicos, sendo essas caracteristicas importantes para se conhecer
a variabilidade inter e intraespecifica do patogeno. Entretanto, devido a plasticidade
fenotipica apresentada pelas espécies do género, esforgos devem ser aumentados
para o uso integrado de métodos morfolégicos e bioquimicos, visando estudos
taxondmicos desse importante grupo de fungos (MENEZES, 2006).

Por isso, com os avangos nos estudos moleculares associados aos métodos
baseados em critérios fenotipicos, a taxonomia do género Colletotrichum tem sido
melhor compreendida e novas espécies tém sido propostas (DAMM et al. 20123,
DAMM et al. 2012b, WEIR et al. 2012). A analise de sequéncias de acidos nucléicos
€ considerada a técnica mais confiavel para a classificagdo de espécies deste fungo
fitopatogénico (CAIl et al., 2009; CROUCH et al., 2009; DAMM et al., 2009;
PRIHASTUTI et al. 2009; CANNON et al., 2012).

Dentre as regides do genoma ja estudadas para este género, a ITS é a que
possui maior numero de sequéncias depositadas. A analise filogenética utilizando
dados desta regido é uma ferramenta util para uma identificagédo preliminar da espécie
de Colletotrichum ou para coloca-lo em um complexo de espécie (Cai et al. 2009).
Recentemente, varias regides do genoma desse fungo tém sido analisadas em
conjunto com a ITS: B-tubulina (TUBZ2), calmodulina (CAL), glutamina sintetase, actina
(CHS-1) e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GADPDH) (PRIHASTUTI et al.,
2009).

No estudo realizado por Damm et al. (2012a), as sequéncias de ITS analisadas
separadamente distinguiram apenas 11 subclados no complexo de espécies C.
acutatum. Entretanto, os autores puderam distinguir 29 subclados utilizando analise
multilocus. Por sua vez, Weir et al. (2012), estudando o complexo de espécies C.
gloeosporiodes, distinguiram 22 espécies, numero superior ao obtido com a analise
utilizando apenas ITS. Esses trabalhos demonstram que a analise multigénica
representa a ferramenta mais adequada para identificagdo de espécies de

Colletotrichum.
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Entre os agentes causais da antracnose ja identificados e relatados no Brasil,
encontram-se C. gloeosporioides (SILVEIRA; CARDOSO 1987) e C. acutatum
(SIERRA-HAYER 2010). Também, Sarmiento (2013) caracterizou isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de seringais dos estados de Minas Gerais, Bahia, Mato
Grosso e Amazonas, utilizando analises morfolégicas e moleculares. Neste trabalho
constatou-se que os fungos pertenciam a diferentes complexos de espécies (C.
acutatum, C. gloeosporioides e C. boninense), embora ndo tenha sido possivel
identificar precisamente a espécies desses isolados.

Portanto, a maior compreensao sobre a etiologia e epidemiologia da antracnose
da seringueira possibilita estudos direcionados com o intuito de minimizar os danos
causados pela doenga, contribuindo com a maior produtividade e melhor atendimento
as demandas pela borracha natural no mercado brasileiro. Sendo assim, este trabalho
visou caracterizar as espécies de Colletotrichum spp. presentes no Estado de Sao

Paulo, principal produtor nacional.

4.3. Material e Métodos

4.3.1. Obtengao de material com antracnose

Foram efetuadas coletas e solicitacdo de amostras de partes aéreas de
seringueiras com sintomas caracteristicos de antracnose entre os meses de novembro
de 2018 e margo 2019. Nota-se que todos os materiais foram coletados em época
chuvosa e temperaturas altas, periodo de maior incidéncia do fitopatdégeno
(GASPAROTO et al. 2012).

As amostras foram oriundas de areas de cultivo da planta em 15 municipios
localizados no principal estado produtor (S&o Paulo): Botucatu, Buritama, Colina,
Ferndo, Galia, llha Solteira, Jaci, Jau, Marilia, Pindorama, Pirajui, Planalto, Pompéia,
Registro e Votuporanga (Figura 4.1.).
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Figura 4.1 - Pontos de coleta de material com antracnose
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4.3.2. Isolamento do fungo Colletotrichum spp.

O isolamento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Florestal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas — FCAT/Unesp, campus de Dracena.

Fragmentos de cada amostra com sintomas e sinais caracteristicos da doenga
foram submetidos a desinfestacdo superficial pela submersdo por um minuto em
alcool (70%). Em seguida, os materiais foram submersos por dois minutos em solugéo
de hipoclorito de sodio (2%), lavados em agua estéril e secos em papel toalha esteéril
no interior da cdmara de fluxo laminar.

Apoés a desinfestacdo superficial, as amostras foram depositadas
individualmente em placas de Petri contendo meio de agar-agua (Dhingra e Sinclair
1985) e incubadas a 25+1 °C no escuro até o crescimento visivel de estruturas do
fungo Colletotrichum.

Posteriormente, foram coletados fragmentos do meio de cultura contendo
estruturas do fungo, na extremidade das col6nias, formadas a partir das amostras
vegetais com agulha histolégica estéril. Este material foi transferido para o centro de
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placas de Petri contendo meio de aveia (TUITE 1969). Por fim, as culturas foram

incubadas por sete dias a 251 °C sob iluminacao constante.

4.3.3. Caracterizagao molecular: sequenciamento de regides especificas
e analise filogenética

A extracdo do acido desoxirribonucleio (DNA) dos isolados foi realizada
conforme Murray e Thompson (1980). As concentracdes de DNA foram determinadas
usando um NanodropND-1000 Espectofotdbmetro (Nanodrop Technologies, Rockland,
Delaware). Assim, o material genético obtido foi diluido para as concentragdes de
trabalho de 30-60 ng ml-'.

Nas analises filogenéticas, foram utilizadas sequéncias parciais dos genes:
espagador interno transcrito (ITS), B-tubulina (TUBZ2), calmodulina (CAL) e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GADPDH). Para isso, rea¢des de polimerase
em cadeia (PCR) foram realizadas de acordo com Braganca (2013), utilizando
oligonucleotideos referente a cada regido génica, apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Regioes génicas e oligonucleotideos nas reagoes de PCR realizadas

nos isolados

Regiao Oligonucleotideos Referéncias
ITS-1F White et al. (1990)
ITS-5.8S rDNA ITS-4 Gardes e Bruns (1993)

BTSEd Glass e Donaldson

, (1995)

B-tubulina

Bt-2b Woundenberg et al.

(2009)

: CL1C .
Calmodulina CL2C Weir et al. (2012)
Gliceraldeido-3-fosfato GDF1

desidrogenase GDR1 a2

O sequenciamento dos isolados foi realizado utilizando a técnica de
sequenciamento por Sanger no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo,
campus de Sao Paulo. Para tal, foram enviadas 39 amostras para cada regido génica
citadas na Tabela 4.1.

As sequéncias foram editadas através do software “BioEdit Sequences
Aligment Editor” (HALL 1999) e, posteriormente, utilizadas para localizar sequéncias
similares pelo software Basic Local Alignment Search Toll - Blastn do NCBI.

Além disso, as sequéncias obtidas foram alinhadas, concatenadas e
processadas com o software Megax (KUMAR et al. 2018) para a construgao de uma
arvore filogenética dos isolados de Colletrichum spp., utilizando o método “ 7 (NEI;
KUMAR 2000). Nestas analises, utilizou-se o método de Neighbor Joining com um
“‘bootstrap” de 10.000 replicagbes (SAITOU; NEI 1987). Para a filogenia, foram
utilizadas sequéncias de referéncia com o intuito de compara-las e agrupa-las com os
isolados estudados. Além disso, Monilochaetes infuscans foi usado como grupo

externo

4.4. Resultados

4.4.1. Isolamento de Colletotrichum spp. a partir dos materiais

infectados.

A partir dos materiais no estado de S&o Paulo foram isoladas 39 colbnias do
fungo Colletotrichum spp. Na Tabela 4.2, encontram-se estes isolados com relagéo a

15 cidades de origem no Estado de Sao Paulo.
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Tabela 4.2 - Colonias de Colletotrichum spp. isoladas conforme a cidade de

origem.

Isolado Cidade Isolado Cidade
CHO1 Colina/SP CH95 Colina/SP
CHO05 Colina/SP CH96 Botucatu/SP
CH11 Colina/SP CH97 Colina/SP
CH12 Jaci/SP CH101 Pindorama/SP
CH19 Fernao/SP CH102 Pirajui/SP
CH22 Fernao/SP CH103 Pirajui/SP
CH23 Jau/SP CH105 Marilia/SP
CH25 Jaci/SP CH108 Pirajui/SP
CH27 Galia/SP CH111 Botucatu/SP
CH36 Galia/SP CH112 Pompéia/SP
CH37 Jaci/SP CH118 Planalto/SP
CH38 Buritama/SP CH120 Pirajui/SP
CH40 Galia/SP CH128 Jaci/SP
CH57 Pirajui/SP CH130 Planalto/SP
CHS58 Fernao/SP CH143 Votuporanga/SP
CH62 Fernao/SP CH144 Registro/SP
CH63 Galia/SP CH145 Registro/SP
CH72 Pindorama/SP CH147 llha Solteira/SP
CH93 Pindorama/SP CH148 Votuporanga/SP
CH94 Pindorama/SP

4.4.2. Ildentificagdo molecular: sequenciamento de regides especificas e

analise filogenética

A caracterizagdo molecular dos isolados obtidos na Tabela 4.2 foi realizada

com a amplificagdo e analise filogenética de 4 principais regides utilizadas para

identificacdo do género Colletotrichum: espagador interno transcrito (ITS), B-tubulina

(TUB2), calmodulina (CAL), e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GADPDH).

A partir dessas sequéncias amplificadas, foi realizada a identificagdo dos

isolados por softwares de biologia molecular e seu resultado esta na Tabela 4.3. Além
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disso, a arvore filogenética construida a partir dessas sequéncias esta apresentada

na Figura 4.1.

Tabela 4.3 - Isolados obtidos de Colletotrichum spp. em folhas e identificados

conforme a espécie.

Isolado Espécie Isolado Espécie
CHO1 Colletotrichum sp CH95 Colletotrichum karsti
CHO5 Colletotrichum simanse CH96 Colletotrichum simanse
CH11 Colletotrichum fructicola CH97 Colletotrichum acutatum
CH12 Colletotrichum acutatum CH101 Colletotrichum acutatum
CH19 Colletotrichum acutatum CH102 Colletotrichum acutatum
CH22 Colletotrichum acutatum CH103 Colletotrichum gloesporioides
CH23 Colletotrichum acutatum CH105 Colletotrichum acutatum
CH25 Colletotrichum sp CH108 Colletotrichum acutatum
CH27 Colletotrichum acutatum CH111 Colletotrichum gloesporioides
CH36 Colletotrichum acutatum CH112 Colletotrichum sp
CH37 Colletotrichum acutatum CH118  Colletotrichum gloesporioides
CH38 Colletotrichum scovillei CH120 Colletotrichum theobromicola
CH40 Colletotrichum acutatum CH128 Colletotrichum theobromicola
CH57 Colletotrichum acutatum CH130 Colletotrichum acutatum
CH58 Colletotrichum acutatum CH143 Colletotrichum simanse
CH62 Colletotrichum acutatum CH144 Colletotrichum acutatum
CH63 Colletotrichum acutatum CH145 Colletotrichum siamense
CH72 Colletotrichum acutatum CH147 Colletotrichum gloesporioides
CH93 Colletotrichum fructicola CH148 Colletotrichum sp

CH94

Colletotrichum simanse
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Figura 4.2 - Arvore filogenética dos isolados do género Colletotrichum identificados

nivel de espécie
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A identificacdo molecular dos 39 isolados do fungo Colletotrichum revelou sete
espécies para 35 dos isolados (89,7%), dentre elas C. fructicola pela primeira vez
relacionada a seringais no Brasil. A percentual restante de 10,3% (4 isolados)
apresentou-se sem identificacdo a nivel de espécie - Colletotrichum sp. (Tabela 4.3).

O complexo com maior numero de representantes foi o C. acutatum (60,0%).
Este complexo conta com a presenca de C. acutatum (20 isolados) e C. scoveillei (1
isolado). Em seguida, o complexo C. gloesporioides teve 13 representantes (37,1%):
C. siamense (5 isolados), C. gloesporioides (4 isolados), C. fructicola (2 isolados) e C.
theobromicola (2 isolados). Por fim, o complexo com o menor numero dentre os

isolados foi o C. bonininse (2,9%): C. karsti (1 isolado).

4.5. Discussao

Devido a grande plasticidade fenotipica e genotipica do género Colletotrichum,
a doenca afeta outras culturas e prejudica diretamente a economia dos paises
produtores (SAHA 2002). Logo, faz-se necessario determinar o agente causal e
implementar estratégias pontuais de controle da antracnose (TAO et al. 2012).
Portanto, estudos filogenéticos sao fundamentais para caracterizar o patégeno e
atribuir métodos efetivos para o seu controle.

Deste modo, a identificacdo das espécies de Colletotrichum foram confirmadas
a partir de analises filogenéticas multilocus. Damm et al. (2012b) diferenciaram
espécies, dentro do complexo C. acutatum, a partir das regides TUB2 e GADPH.
Partes dos genes CHS-1 e ITS sao atualmente aceitas para a separagao de espécies
dentro dos complexos C. gloesporioides e C. acutatum (DAMM et al. 2012b, ALVAREZ
et al. 2014).

Com base na analise de sequéncias de DNA de diferentes genes dos isolados
coletados, foram identificadas sete espécies de Colletotrichum em seringueiras do
Estado de Sao Paulo: C. siamense, C. gloesporioides, C. fructicola, C. theobromicola,
C. karsti, C. scovillei e C. acutatum (Tabela 4.3).

Os resultados demonstraram a maior incidéncia de isolados pertencentes ao
complexo C. acutatum (Tabela 4.3). Este predominio também ja foi apontado por
Sarmiento (2013) e Sierra-Hayer (2014) em seringueiras no Brasil. Na Figura 4.1, é
possivel encontrar o agrupamento dos isolados conforme a sua espécie em trés

clados distintos.
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Sierra-Hayer (2014) relacionou isolados provenientes dos Estados de Sao
Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Bahia a diferentes espécies de
Colletotrichum encontradas em diversos paises: Australia, Angola, China, Coldmbia,
Equador, Guatemala, india, Italia, Malasia, México, Nova Zelandia, Peru, Portugal,
Quénia, Sri Lanka e Tailandia. Esta comparacgao foi realizada por meio de sequéncias
depositadas previamente no GeneBank. Concluiu-se que ha uma diferencga nitida
entre os complexos C. gloesporioides e C. acutatum, corroborando com os dois
grandes grupos demonstrados na Figura 4.1.

Assim como no presente estudo, Sierra-Hayer (2014) também evidenciou uma
maior divergéncia entre os isolados do C. gloesporioides se comparadas aos outros
dois complexos (Figura 4.1), demonstrando grande variabilidade genética entre as
especies, resultando em maiores problemas no seu controle (FREEMAN 2000).

Sarmiento (2013), ao estudar isolados de Colletotrichum associados a
antracnose de seringueira nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso e
Amazonas, encontrou fungos pertencentes aos complexos C. acutatum, C. boninense
e C. gloeosporioides, assim como no presente trabalho. Segundo a autora, a analise
bayesiana das espécies do complexo C. acutatum resultou em 3 grupos, sendo que
cada um foi associado a um isolado de referéncia distinto (C. costarricense, C.
limetticola e C. laticiphilum).

No caso da analise bayesiana das espécies do complexo C. boninense, houve
um agrupamento dos isolados junto a C. karstii. J& os isolados do complexo C.
gloeosporioides, agruparam-se com C. theobromicola e C. siamense. Portanto, notou-
se que o agrupamento cladistico foi semelhante ao encontrado na Figura 4.1. Ou seja,
as amostras paulistas do presente estudo apresentaram-se com identificacdo e
agrupamento muito proximos de amostras coletadas em diferentes regides do Brasil
(SARMIENTO, 2013).

Da mesma forma, as analises da diversidade genética de isolados de
Colletotrichum coletados na Bahia mostraram, assim como nos trabalhos anteriores,
a presenca dos trés complexos de espécies ja citados: C. gloeosporioides, C.
acutatum e C. boninense (SANTOS, 2018).

Quando comparados esses resultados a incidéncia do fungo em outros paises
produtores de seringueira, observam-se relatos na literatura de diversas espécies,
inclusive algumas n&o encontradas no presente estudo. Na india e na Colémbia, esta

doencga foi associada com a ocorréncia de espécies C. laticiphilum (DAMM et al.
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2012b), enquanto no Sri Lanka ela foi associada com C. citri, C. laticiphilum, C.
nymphaeae, C. simmondsii e C. acutatum (Hunupolagama et al. 2017).

Na China, pesquisas recentes com fungos associados a antracnose de
seringueira descreveu a presenga de dois complexos relatados nessa pesquisa: C
acutatum e C. gloesporioides como os predominantes no pais (Cao et al. 2017).
Posteriores estudos identificaram duas espécies dentro do complexo C.
gloeosporioides (C. siamense e C. fructicola) e uma nova espécie do complexo C.
acutatum (C. wanningense) (CAQ et al. 2019).

Observou-se, assim, um padrao semelhante de espécies de Colletotrichum
associadas a antracnose em seringueiras encontradas no Brasil com relagdo aos
isolados paulistas deste estudo (SARMIENTO, 2013, SIERRA-HAYER, 2014,
SANTOS, 2018). Neste sentido, essa identificacao fornece subsidios para melhores
estratégias de manejo da doencga. Todavia, foram relatadas novas espécies desse
fungo em outros paises (DAMM et al. 2012b; HUNUPOLAGAMA et al. 2017, CAO, et
al. 2017, CAO et al. 2019).

Neste contexto, o presente estudo destaca-se por apresentar pela primeira vez
na literatura a ocorréncia das espécies C. fructicola e C scovillei associadas a
seringueira no Brasil. Portanto, esta descoberta reflete a importancia das pesquisas

para o controle da antracnose e para a produtividade dos seringais.

4.6. Conclusoes

A analise multilocus foi eficiente na separagdao de espécies dentro dos
complexos: C. gloesporioides, C. boninense e C. acutataum

A caracterizacdo molecular possibilitou a identificagdo de sete espécies
pertencentes a trés complexos: C. gloesporioides (C. siamense, C. gloesporioides,
C. fructicola e C. theobromicola), C. boninense (C. karsti) e C. acutataum (C. scovillei
e C. acutatum).

Fungos do complexo C. acutatum foram encontrados mais frequentemente na
heveicultura, tendo a espécie C acutatum como sua maior representante.

Foi observado padrbes semelhantes de agrupamento das espécies do
fitopatégeno em clados com amostras de outras regides brasileiras.

Este € o primeiro relato de C scovillei associados a folha de seringueira no
Brasil.
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5. CAPITULO 3

Artigo 02
Indugao de resisténcia a Colletotrichum spp em seringueira por

fungos saproébios

5.1. Resumo

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) € uma espécie oriunda da regiao
amazodnica, amplamente cultivada no Brasil. A antracnose, causada por fungos do
género Colletotrichum esta presente nas principais areas de plantio desta espécie
arborea. Esta doencga pode afetar diferentes tecidos de seringueira, sendo que nas
folhas, ramos e peciolos os sintomas se manifestam nas brotagdes novas, causando
lesdes, desfolhamento, morte da gema apical e seca descendente dos ramos. O
controle da antracnose em seringueira vem sendo realizado com produtos do grupo
das estrobilurinas e triazdis, sendo economicamente recomendado somente para
viveiros. Estes produtos quando usados com frequéncia, podem levar a selecédo de
populagdes de fungos resistentes aos seus principios ativos. Diante disso, o uso de
agentes bioloégicos pode ser uma alternativa do controle da antracnose, que consiste
o objetivo do presente trabalho teve como objetivo estudar a indugéao de resisténcia
de seringueira ao Colletotrichum utilizando fungos saprébios do semiarido nordestino,
identificados pelo projeto SISBIOTA de 2012 (Curvularia eragrostidis, Memnoniella
levispora, Myrothecium roridum e Phialomyces macrosporus). Para isso mudas de
seringueira do clone RRIM600 foram pulverizadas de modo preventivo e curativo com
os agentes de biocontrole, sete dias antes e depois da inoculagcéo de C. acutatum,
respectivamente. Foram avaliadas a porcentagem de area com sintomas nas folhas
tratadas, a porcentagem de enxertos mortos e a porcentagem de morte apical das
plantas, 30 dias apds a inoculagdo do fungo. Além disso, foram quantificadas as
atividades das enzimas peroxidase e a fenilalanina aménialiase (FAL) das plantas
tratadas. O fungo C. eragrostidis teve melhor desempenho no controle da antracnose
quando aplicado de modo preventivo, enquanto o fungo P. macrosporus controlou a
doenca quando aplicado de modo curativo. Foi observado nestes casos que houve

maior atividade da enzima FAL, podendo deste modo estar ligada a inducédo de
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resisténcia da planta ao patégeno. A atividade da peroxidase, neste caso, mostrou-se
menor que as das plantas tratadas somente com agua. Com isso, conclui-se que entre
os fungos testados, C. eragrostidis e P. macrosporus, sdo promissores para o controle
da antracnose, merecendo estudos mais aprofundados.

Palavras-chave: Fenilalanina amdnialiase (FAL); peroxidase, agentes bioldgicos.

5.2. Introducao

A seringueira (Hevea brasiliensis MUell. Arg.) € uma espécie oriunda da regiao
amazobnica, pertencente a familia Euphorbiaceae. Esta espécie possui grande
importancia econ6mica devido a producao de latex, fonte de borracha natural
(ALVARENGA; CARMO, 2008).

Embora a cultura seja de grande importéncia para o Estado de Sao Paulo,
alguns fatores séo limitantes para o aumento de produtividade como os problemas
fitossanitarios ocasionado por diversas doengas que podem atingir a cultura, sendo a
antracnose uma doenca de destaque. Essa doenca é responsavel por afetar
diferentes tecidos da seringueira, por exemplo, nas folhas, ramos, peciolos e
brotagdes mais novas ela causa lesdes arredondadas marrom-avermelhadas que
quando ocorrem de maneira severa observa-se o desfolhamento da planta, seca
descendente dos ramos e morte da gema apical (FURTADO; TRINDADE, 2005).

Os trabalhos visando a seleg¢ao de clones resistentes a antracnose no Brasil
sdo escassos (GASPAROTTO et al., 2012). Existem indicios que a resisténcia de
seringueira ao patégeno, Colletotrichum spp., € do tipo quantitativa, ja que s&o
relatados graus de resisténcia entre os clones testados (XIAO, 1990).

O controle da doenga se baseia, principalmente, na aplicagao de fungicidas nos
viveiros (SILVEIRA et al., 1992; GASPAROTTO et al., 2012). No campo, esse método
apresenta algumas limitagdes: como ter as copas das arvores vastas e uniformes,
além de nao ser possivel a aplicagdo se a epidemia estiver em estagio avancado
(GUYOT, 2001).

No banco de informagdes sobre os agrotoxicos e afins registrados no Ministério
da Agricultura (AGROFIT) é possivel ver que o grupo das estrobilurinas e triazois s&o
a base para controle de C. gloeosporioides em seringueira. Dentre esses produtos, os

triazbis tém como caracteristica serem sistémicos nas plantas e, quando usados com
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frequéncia, podem levar a selegdo de populagdes de fungos resistentes aos seus
principios ativos (FIRMINO; ANTONIO; CELIN, 2019).

Outro fator que pode dificultar o controle quimico da doenga é a ocorréncia de
mais de uma espécie do fungo parasitando o mesmo hospedeiro na area. Este fato se
deve ao comportamento diferenciado entre espécies, como ja foi verificado para a
antracnose do pimentao no Brasil, doenga que pode ser causada por C. acutatum, C.
boninense, C. capsici, C. coccodes e C. gloeosporioides, as quais apresentam
sensibilidade diferenciada aos fungicidas azoxistrobina, carbendazim, tiabendazol e
tebuconazol (TOZZE JUNIOR, 2007).

Como alternativa ao uso de defensivos quimicos e a falta de materiais
resistentes, vem surgindo nos ultimos anos varios trabalhos relacionados a indugao
de resisténcia, estratégia que segundo Kuhn (2007), consiste na utilizagcédo de agentes
abidticos ou bidticos de baixo impacto ambiental que estimulem o sistema de
resisténcia latente da planta. Entre esses agentes estdo fungos e bactérias, que além
de induzirem resisténcia, podem ser antagonistas aos microrganismos patogénicos
(FIALHO, 2004).

Estudos que avaliaram a prospectiva da agao dos fungos saprébios isolados
do Semiarido Nordestino, na ativagdao de mecanismos latentes de resisténcia em
mudas de eucalipto, de clone suscetivel, contra a agado da P. psidii, apontam que
Phialomyces macrosporus apresentou indicios de ser um 6timo indutor bidtico para a
ferrugem, inibindo a germinagdo de uredinidosporos do patdégeno e aumentando a
atividade das enzimas fenilalanina aménialiase, peroxidase e B-1,3-glucanase. Outros
fungos também apresentaram resultados promissores, como Curvularia eragrostidis
que diminui a severidade da ferrugem e induziu o enraizamento de estacas;
Stachybotrys chartarum que diminuiu a severidade da ferrugem e aumentou a
atividade da B-1,3-glucanase; e Curvularia inaequalis que aumentou a atividade da
enzima fenilalanina aménialiase (PIEROZZI, 2013).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi verificar o potencial de alguns fungos
saprébios do semiarido nordestino, previamente selecionados pelo projeto BIOTA, na
possivel indugado de resisténcia de seringueira a Colletotrichum spp. Para tal, foram
avaliadas as enzimas fenilalanina amonialiase (FAL) e peroxidase, ja que se
destacaram como mecanismos de resisténcia bioquimicos pos formados na planta,
dificultando a entrada do patdégeno com o intuito de encontrar um método alternativo
e sustentavel para o manejo da antracnose (PASCHOLLATI et al., 2008).
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5.3. Material e Métodos

5.3.1. Isolado dos fungos usados e clones de seringueiras usados no
trabalho

Para o desenvolvimento do trabalho foi utilizado um isolado de C. acutatum de
seringueira armazenado na micoteca de patologia florestal da FCAT/UNESP,
caracterizado molecularmente através do sequenciamento de parte das regides do
ITS-5.8S rDNA, (numero de acesso no genbank MWO031267). Este isolado foi
selecionado devido a uma maior incidéncia em folhas de seringueira em estudos
posteriores.

O in6culo usado nos experimentos foi obtido por meio do cultivo dos isolados
em meio de aveia, sob temperatura de 25+1°C e fotoperiodo continuo, por sete dias.
As colbnias de cada isolado foram lavadas em agua destilada esterilizada e a
suspensao obtida filtrada em gaze estéril, quantificada em camera de Neubauer, e
calibrada para 10° conidios mL™".

Os fungos saprobios do Semiarido Nordestino estdo depositados na CMB
(Colecao de Microrganismos da Bahia) situada na Universidade Estadual de Feira de
Santana — BA, sendo uma colecao certificada pelo CGEN (Conselho de Gestao do
Patriménio Genético) e foram ativados e enviados para nosso laboratério. Para o
trabalho foram usados os fungos C. eragrostidis, M. levispora, M. roridum e P.
macrosporus devido ao bom desempenho que tiveram em experimentos de inducao
de resisténcia de eucalipto a ferrugem (PIEROZI, 2014). Estes fungos foram
cultivados em meio de aveia a 25+1°C e fotoperiodo alternado conforme descrito por
Pierozi (2014). As coldnias de cada isolado foram lavadas em agua destilada
esterilizada e a suspenséao obtida foi filtrada em gaze estéril, quantificada em camera
de Neubauer, e calibrada para 10° conidios.mL"".

O clone RRIM 600 foi o utilizado para o desenvolvimento do trabalho, por ser o
clone mais plantado no Estado de S&do Paulo e ser suscetivel a doenga. As mudas

(com cerca de de seis meses de idade) foram adquiridas em viveiro comercial.

5.3.2. Controle de Colletotrichum em seringueira utilizando fungos

saprobios do semiarido nordestino

Foi realizada a verificacao tanto do efeito curativo quanto do efeito protetor dos
fungos saprobios no controle da antracnose. A aplicagéo dos fungos trabalhados foi

via pulverizagao (até o ponto de escorrimento) de uma suspenséo de 10° conidios.mL-
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' em folhas de seringueira do clone RRIM600 e a manutengao das plantas se deu
em estufa agricola.

Para a verificagdo tanto do efeito preventivo quanto do efeito curativo dos
fungos saprobios no controle da antracnose em seringueira o patégeno foi inoculado
sete dias antes da aplicacdo dos indutores de resisténcia, e sete dias depois da
pulverizagao dos saprobios, respectivamente. Consistindo em 12 tratamentos, sendo
seis preventivos e seis curativos: (1) Plantas pulverizadas somente com agua; (2)
Plantas pulverizadas somente C. acutatum; (3) Plantas pulverizadas com M. roridum
(Isolado 03/10); (4) Plantas pulverizadas com o agente de controle P. macrosporus
(isolado 37/06-projeto BIOTA); (5) Plantas pulverizadas com o agente de controle C.
eragostilis (Isolado 47/06-projeto BIOTA); (6) Plantas pulverizadas com o agente de
controle M. levispora (isolado 33/08 - projeto BIOTA). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado. Foram realizadas 10 repeticdes por
tratamento. Cada repeticdo consistiu em uma unica planta. O experimento foi
realizado em duas etapas distintas.

Trinta dias ap0s a aplicagdo dos agentes de controle foram avaliadas a
porcentagem de area com sintomas do fungo C. acutatum, para isso cinco folhas por
muda forma fotografadas para analise no aplicativo Leaf Doctor. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas por meio do teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira,
1998;). A Porcentagem de morte do enxerto e da gema apical também foram avaliadas

neste periodo.

5.3.3. Quantificagao da atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina

amonialiase (FAL)

Para estas analises foram coletadas uma folha apical de cada mudas tratadas.
Para a deteccdo da atividade enzimatica, uma grama de amostra de folha fresca foi
macerada imediatamente apds a coleta em nitrogénio liquido e misturadas a 2 mL de
tampao acetato de sddio (0,1 M e pH 5,0), contendo 1,0 mM de EDTA e 0,3 g de
polivinilpirrolidona (PVP) para extragao do extrato protéico, segundo a metodologia de
Bradford (Bradford, 1976). As amostras dos extratos foram congeladas em freezer -
20°C durante 12 horas e, apos este periodo, centrifugadas a 14000 rpm por 25 minutos
(4°C), transferindo-se o sobrenadante para novos tubos ao final, armazenando-os a -

80°C. O extrato bruto de cada um dos tratamentos foi utilizado para a determinagao de
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todas as enzimas.

As atividades das peroxidases foram analisadas segundo metodologia descrita
por Boava e colaboradores (2010), que consiste no método espectrofotométrico direto
gue mede a conversao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm. Na cubeta continha 100
ML do extrato proteico e 2,9 mL de solugédo com possuia 250 pL de guaiacol e 306 uL
de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato 0,01M (pH 7,5), a leitura no
espectrofotometro foi realizada a 30°C. A atividade de peroxidases foi expressa em
unidades de absorbancia.min-'.mg proteina.

A atividade da FAL foi analisada segundo Pierozzi (2013), o qual 50 uL do estrato
protéico é transferido para novos tubos de eppendorf, onde é adicionado 250 uL do
tampéao acetato de sédio, 300 uL de 0.1 M de tampéo borato (pH 8,8) e 300 pL de L-
fenilalanina 0,1 M, ap6s com auxilio do agitador vortex é realizado a homogeneizagao
dos tubos, em seguida a reacgao € incubada por 3 horas a 30 °C no banho seco. Apds
esse periodo a reagao € paralisada com a adi¢gao de 100 yL de HCL 6 e com banho de
gelo por 5 minutos, em seguida as amostras sao centrifugadas a 10.000 rpm, durante 5
min a 4°C e por fim realiza-se a leitura no espectrofotometro a 290 nm. A atividade de
FAL é expressa em ng/mL de acido trans-cinamico. grama de proteina '. h™'.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em ftriplicata para cada
tratamento. Os valores médios das observagbes foram ajustados a equagdes de
regressdo com maior R?, para obter as tendéncias de resposta das caracteristicas
avaliadas em funcéo do tempo.

5.4. Resultados e Discussao

Foi verificado comportamento diferenciado dos fungos saprébios quando
usados de maneira preventiva ou curativa. O fungo C. eragrostidis teve melhor
desempenho no controle da antracnose quando aplicado de modo preventivo,
enquanto o fungo P. macrosporus controlou a doenga quando aplicado de modo
curativo (Tabela 5.1 e 5.2). Porém, nas Figuras 5.1 a 5.4 € possivel observar que a
aparéncia das folhas e copa das mudas inoculadas com estes fungos, independente
se foi de modo curativo ou preventivo € mais robusta, sendo muito similar ao
tratamento que levou somente agua.

Pierozzi (2013) também relatou o comportamento diferenciado dos fungos de
acordo com o objetivo do controle, se sera preventivo ou curativo. Para o teste do

efeito dos fungos saprébios na severidade da ferrugem a autora observou que com a
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inoculagao preventiva com Curvularia eragrostidis houve menores intensidade de
ferrugem nas plantas suscetiveis a Puccinia psidii, enquanto na forma curativa foi
observada uma menor severidade da ferrugem em plantas tratadas com Curvularia
inaequalis. No caso do eucalipto, a agao preventiva desses fungos saprébios € mais
eficaz que sua agéao curativa sobre o patdégeno, o que ndo se pode afirmar no presente
trabalho, pois os muitos fungos mostram valores aproximados de porcentagem de
area foliar doente.

Devemos salientar que Pierozzi (2013), também verificou o estimulo de alguns
fungos na germinagao de P. psidii. No caso da antracnose da seringueira, foi verificada
o0 aumento da area foliar com doenga por pelos fungos Myrothecium levispora - Isolado
33/08 no tratamento preventivo e com o fungo M. roridum -Isolado 03/10 no tratamento
curativo. Neste caso existe duas hipoteses, a primeira seria que estes fungos
produzam substancias que facilitem o desenvolvimento do Colletotrichum, e a
segunda hipétese seria que estes fungos sejam patogénicos a seringueira, ja que
foram observadas estruturas tipicas deste fungo nas folhas inoculadas, o que deve
ser mais bem estudado. Ao contrario do observado, Silva (2007) , mostram que um
isolado do género Myrothecium sp., isolados da microfauna endofidica de folhas de
seringueira, foram efetivos no controle Microcyclus ulei agente causal do mal das
folhas em seringueira.

Fungos saprdobios vem sendo testados em varios trabalhos no controle de
fitopatdgenos, mostrando-se alternativas interessantes no manejo de doencgas. Solino
e colaboradores (2017) mostram a efetividade de filtrados de Curvularia inaequalis,
Pseudobotritis terrestris, Memnomiella echinata e Curvularia eragrostidis no aumento
de fitoalexinas em feijdo, sorgo e soja, o que pode ajudar a planta de proteger do
ataque de varios patdégenos, ja que este composto faz parte da defesa da planta
(PASCHOLLATI et al., 2008).

Em outro estudo filtrados dos fungos saprdébios C. inaequalis e Stachybotrys
globosa, demonstraram eficiéncia na redug¢ao das doencgas foliares mildio e mancha
de Isariopsis em folhas de videira, assim como na redugdo da severidade do mildio
em cachos de uva, principalmente em suas maiores concentracées. Porém, o autor
ressalva que nos periodos com condicbes climaticas mais favoraveis ao
desenvolvimento dos patdégenos e alta pressao de indculo, a eficiéncia foi menor.
Portanto, os filtrados ndo sdo recomendados para o controle do mildio da videira, tanto

em folhas quanto cachos, em areas com alta pressdo de in6culo e épocas com
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temperaturas medianas e umidade elevada (SILVA, 2015). Esta ressalva do autor
pode ser entendida para nosso trabalho, que foi realizado nas condi¢cdes ideais para
o desenvolvimento no patdgeno, principalmente referente a idade da planta utilizada.
Assim seria interessante, realizar testes com estes fungos em plantas mais velhas,
em jardins clonais de borbulheiras.

A morte do enxerto e das gemas apicais foram ocasionadas pelo Coletotrichum,
pois foi verificado sinais de acérvulos e mucilagem alaranjadas nestes locais. Este tipo
de sintoma pode causar prejuizos diretos para o produtor de mudas, ja que a planta
acaba morrendo ou atrasando seu desenvolvimento para a producao de novos brotos.
Segundo Noal e colaboradores (2013), normalmente apds a realizagdo da enxertia
sdo perdidos 4,99% dos enxertos realizados e no manuseio das mudas pegas
enxertadas como: decapitacdo para eliminar a parte aérea de porta-enxerto,
desenterrar as mudas e encanteirar, observa-se que ha mais 3,54% de perdas de
mudas. Se somarmos estas perdas de mudas enxertadas com as causadas por
doengas, que nosso caso chegou a 20%, o produtor pode ter prejuizos enormes.
Deste modo, Noal e colaboradores (2013), assim como os dados mostrados no
presente trabalho mostra grande importancia da manutencgao do jardim clonal de onde
originaram- se as borbulhas utilizadas na enxertia, em fungéo da preocupag¢ao quanto
a prevengao de doengas aplicando-se fungicida preventivo a cada 40 dias, e poda na
época correta, com o intuito obter clones sadios e com excelente qualidade na época

exigida.
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Tabela 5.1 - Porcentagem de area foliar doente, de morte de enxertos e morte da

gema apical de mudas no tratamento preventivo.

A . Morte da
Tratamentos Area foliar Morte do gema apical
doente (%) enxerto (%) (%)
Somente Agua 0,52 a 0 0
Somente Colletotrichum 17,37cd 20 10
M. roridum (Isolado 03/10) 16,65 c 20 20
M. levispora (Isolado 33/08) 20,71d 20 0
P. macrosporus (Isolado 37/06) 15,57 ¢ 20 10
C. eragrostidis (Isolado 47/06) 711b 0 10
Coeficiente de variagao 50,55 - -

Tabela 5.2 - Porcentagem de area foliar doente, de morte de enxertos e morte da

gema apical de mudas no tratamento curativo.

] M
Tratamentos Area foliar Morte do gen?art :pc:ca;al
doente (%) enxerto (%) (%)
Somente Agua 0,31a 0 0
Somente Colletotrichum 19,37 cd 20 0
M. roridum (Isolado 03/10) 31,46 d 0 20
M. levispora (Isolado 33/08) 14,06 c 20 20
P. macrosporus (Isolado 37/06) 9,31b 0 0
C. eragrostidis (Isolado 47/06) 14,46 c 20 0

Coeficiente de variagao 45,21 - -
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Figura 5.1 - Area foliar afetada pela antracnose nos tratamentos preventivos: com agua (A),
somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06 (C), com o fungo
C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado 33/08 (E) e com o fungo
M. roridum -Isolado 03/10 (F).

A

Figura 5.2 - Mudas de seringueira do clone RIMMG600 nos tratamentos preventivos:
com agua (A), somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus -
Isolado 37/06 (C), com o fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M.
levispora - Isolado 33/08 (E) e com o fungo M. roridum -Isolado 03/10 (F).
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Figura 5.3 - Area foliar afetada pela antracnose nos tratamentos curativos: com agua
(A), somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado 37/06
(C), com o fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora - Isolado
33/08 (E) e com o fungo M. roridum -Isolado 03/10 (F).

000

Figura 5.4 - Mudas de seringueira do clone RIMM 600 nos tratamentos curativos: com

agua (A), somente com o Colletotrichum (B), com o fungo P. macrosporus - Isolado
37/06 (C), com o fungo C. eragrostidi - isolado 47/06 (D), com o fungo M. levispora -
Isolado 33/08 (E) e com o fungo M. roridum -Isolado 03/10 (F).
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No que diz respeito a atividade da enzima peroxidade das plantas tratadas, nao
foi possivel associar ela com as ocorréncias de doenga na planta nem nos tratamentos
preventivos nem no curativo (Figuras 5.5 e 5.6). Isso pode ter ocorrido devido ao
intervalo em que ela foi avaliada. Estudos realizados com Citrus aurantium apontam
que algumas horas apos receberem o elicitor quitina ha uma queda na atividade de
algumas enzimas ligadas a resisténcia. Segundo os autores tal fato esta
correlacionado com a capacidade das plantas restaurarem rapidamente seu
metabolismo normal, sendo estda também uma possivel explicacdo para a baixa
atividade na maioria das enzimas avaliadas na avaliacédo de 96 horas (GALLAO et al.,
2007).

Ja a atividade da enzima FAL foi mais expressiva nos tratamentos que
diminuiram a porcentagem de area foliar doente na planta (C. eragrostidis quando
aplicado de modo preventivo, enquanto o fungo P. macrosporus no tratamento
curativo). A enzima FAL esta ligada ao acido trans-cinamico, que pode ser incorporado
em diferentes compostos fendlicos, os quais estao presentes na formacao de ésteres,
flavondides e ligninas usadas na defesa da planta (PASCHOLLATI et al., 2008). Em
seringueira ha registro acumulo de alguns compostos fendlicos quando esta é atacada
por Phytophthora palmivora (CHINNAPUN, 2009). No capitulo anterior, onde foi
estudado a resposta de diferentes clones quando inoculados com Colletotrichum, foi
verificada que a resisténcia de plantas de seringueira a antracnose pode estar
fortemente conectada a produgéao de lignina e fendis, que estéo ligadas a atividade da
enzima FAL. Este fato evidencia a possibilidade desses fungos induzirem defesa nas
plantas.

Resultados semelhantes foram observados por Pierozzi (2013) em plantas de
eucalipto tratadas com estes mesmos fungos. Plantas inoculadas com os fungos P.
macrosporus e C. inaequalis destacaram-se como principais ativadoras da atividade
de (FAL), apresentando altas taxas nas avaliagbes de 96 e 72 horas apos a

inoculagao, respectivamente.
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Figura 5.5 - Atividade da enzima peroxidase [A] e da enzima FAL (ng/mL de acido
trans-cindmico. grama de proteina -1. h-1) [B] em mudas de seringueira nos

tratamentos preventivos.
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Figura 5.6 - Atividade da enzima peroxidase (mmol.min-1.mg-1protein) [A] e da
enzima FAL (ng/mL de acido trans-cinamico. grama de proteina -1. h-1) [B] em mudas

de seringueira nos tratamentos curativos.
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5.5. Conclusoes

O fungo C. eragrostidis teve melhor desempenho no controle da antracnose
quando aplicado de modo preventivo.

O fungo P. macrosporus controlou a doenga quando aplicado de modo curativo.

N&o foi possivel associar a atividade da enzima peroxidade com a ocorréncia
de doenca nas plantas tratadas nem nos tratamentos preventivos nem no curativo

A atividade da enzima FAL foi mais expressiva nos tratamentos que diminuiram
a porcentagem de area foliar doente na planta (C. eragrostidis quando aplicado de

modo preventivo, enquanto o fungo P. macrosporus no tratamento curativo).
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Com isso, conclui-se que entre os fungos testados, C. eragrostidis e P.
macrosporus, sao promissores para o diminuiu da antracnose em seringueira,

merecendo estudos mais aprofundados.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizagcdo molecular possibilitou a identificacdo sete espécies
pertencentes a trés complexos: complexo C. gloeosporioides (C. siamense, C.
gloeosporioides, C. fructicola, C. theobromicola), complexo C. boninense (C. karsti) e
complexo C. acutatum (C. acutatum, e C. scovillei).

Dentre os fungos saprébios do semiarido nordestino para indugéo de
resisténcia de seringueira a Colletotrichum spp., Curvularia eragrostidis teve melhor
desempenho no controle da antracnose quando aplicado de modo preventivo e
Phialomyces macrosporus controlou a doenga quando aplicado de modo curativo
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