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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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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  IMPORTANCIA DA SERINGUEIRA

O latex, extraido de plantas de seringueira, € um dos produtos considerados para
a economia mundial. E uma matéria-prima essencial para a industria de pneus que utiliza
aproximadamente 75% de toda a producdo global de borracha natural. Além da
fabricacdo de pneus, o latex também pode ser utilizada na confec¢édo de luvas e outros
materiais cirdrgicos (SOMAIN; DROULERS, 2016). A producao de latex se inicia a partir
do sexto ou sétimo ano apds a implantacdo da cultura e pode se estender por mais 30
anos, sendo que apés o fim da producéo de latex a madeira das arvores pode ser utilizada
na industria moveleira (IAPAR, 2004).

A heveicultura possui impactos sociais positivos dentro do Brasil. Apesar de o pais,
nao figurar entre os maiores produtores de borracha natural, a cultura da seringueira é
capaz de fixar populac¢des rurais no campo, ja que € um cultivo com alta demanda de
mao-de-obra e adequado a pequenas propriedades. Em 2016 o setor gerou cerca de 80
mil empregos diretos no pais (BRAGA, 2016).

Atualmente a seringueira também € vista como uma cultura que gera impactos
ambientais positivos devido a fixagdo de carbono durante o desenvolvimento da cultura,
tanto na planta e no solo quanto na proépria borracha natural produzida a partir de latex
gue é composta por 88% de carbono, sendo uma alternativa sustentavel em relacdo a
borracha sintética produzida a partir de petroleo (SILVA, 2014).

Mesmo com os impactos positivos da heveicultura nos setores econdémico, social
e ambiental a cultura ainda enfrenta desafios para a sua expansao no Brasil, entre eles
estdo os problemas fitossanitarios. O mal-das-folhas, doenca fungica provocada por
Mycrocyclus ulei, dizimou seringais na regido Norte entre as décadas de 1920 e 1940
(HOLIDAY, 1970) e posteriormente também acarretou grandes perdas em seringais
instalados nos litorais da Bahia e de Sdo Paulo (FURTADO et al., 2015). Devido aos
danos causados por esse patdgeno a cultura da seringueira passou a ser instalada em
regides mais secas e menos propensas a doencga, como o Planalto Paulista (regido entre

a Serra do Mar e Campinas), porém em anos mais Umidos a doenca ainda pode acarretar
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problemas (FURTADO et al., 2015).

A antracnose da seringueira, doenca causada por fungos do género
Colletotrichum, foi identificada em regides de escape do mal-das-folhas, como o Planalto
e 0 Baixo Sul Baiano e também representa um fator limitante para a expansao da cultura
(FURTADO; TRINDADE, 2005; SANTOS, 2018).

2.2 ANTRACNOSE

O primeiro relato da antracnose da seringueira foi realizado no Sri Lanka em 1905
(PETCH, 1921), atualmente a doenca é tida como um problema fitossanitario em diversas
regiBes produtoras do planeta como China, india, Tailandia, Oeste da Africa, onde é
considerada um dos principais fatores para a queda de produtividade (THAMBUGALA,
DESHAPPRIYA, 2009) e na Colémbia, onde € considerada a segunda doenca foliar com
maior potencial de dano (STERLING et al., 2011).

No Brasil a doenca ja foi relatada em diversas regides provocando danos em
folhas, inflorescéncias e ponteiros, areas com relatos da doenca ja foram encontradas
nos Estados de Sado 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).

No Estado de Sao Paulo a antracnose foi primeiramente relatada em seringais do
municipio de Porto Feliz atacando folhas, ramos e inflorescéncia (SILVEIRA, CARDOSO,
1987). Em 1988 foi constatada no municipio de Tupé a presenca de C. gloeosporioides,

causando danos ao painel de sangria de seringueiras (SILVEIRA et al., 1992).

2.3 AGENTE CAUSAL

A primeira descricdo do agente causal da antracnose, de Carpenter e Stevenson
(1954), identificou o0 agente causal da doenga com Glomerella cingulata, o telemorfo de
Gloeosporium e Colletotrichum.

C. gloeosporioides foi relatado como o agente causal da doenca na Malasia e em
regides tropicais (HILTON, 1959; WASTIE, 1967), enquanto C. acutatum foi descrito como
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patbgeno de seringueira na Sumatra por Brown e Soepena (1994) e por Jayasinghe,
Fernando & Priyanka (1997) no Sri-Lanka, onde foi considerado o principal agente causal.
Saha (2002), identificou diferencas entre os sintomas dessas espécies em folhas de
seringueira. Outras espécies como C. dematium, C. crassipes, C. karstii, e C. boninense,
C. siamense, C. ledongense e C. australisinense também foram descritas como agentes
causais da doenca (WASTIE; JANARDHANAN, 1970; CAI, 2016; JIANG et al., 2016; LIU,
et al., 2018).

Sarmiento (2013) identificou diferentes complexos de espécies causando a
doenca no Brasil (C. acutatum, C. gloeosporioides e C. boninense) por meio de amostras
provindas de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso e Manaus, apesar de nao ter identificado
as espécies. Santos (2018), também identificou os trés complexos causando antracnose

em seringais no sul da Bahia.

24  SINTOMATOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Diferentes tecidos da seringueira sdo afetados pela antracnose. Nas folhas, ramos
e peciolos os sintomas se manifestam nas brotacées novas, causando pequenas lesdes
arredondadas de coloracdo marrom-avermelhada que podem coalescer. Nos peciolos e
ramos, provocam lesdes escuras, necréticas e deprimidas. Em condicbes de ataque
severo, ocorre desfolhamento, morte da gema apical e seca descendentes dos ramos.
Em todos os 6rgaos afetados ha grande producédo de esporos, envoltos em massa de
coloragéo alaranjada (FURTADO; TRINDADE, 2005). No painel de sangria os sintomas
se caracterizam pela presenca de lesGes secas e deprimidas, com forma elipitica,
localizadas acima do corte de sangria (SILVEIRA et al., 1992), podendo coalescer e
danificar grande parte do painel (FURTADO; TRINDADE, 2005). Os sintomas também
podem diferir entre as espécies de Colletotrichum, enquanto C. acutatum provoca pontos
salientes nas folhas, C. gloeosporioides causa sintomas tipicos de antracnose e lesdes
semelhantes a papel (SAHA et al., 2002).
Em condicbes de campo as infeccbes sdo ocasionadas por conidios
produzidos em massas a partir dos acérvulos, embora os ascosporos do fungo,

produzidos em peritécios formados nas folhas velhas ou outros 6rgaos mortos, também
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possam causar infeccdes. Apos a disseminagdo por respingos de chuva ou ventos, 0s
esporos do agente causal entram em contato com o tecido da seringueira e a germinacao
ocorre dentro de um periodo de 4 a 6 horas, a penetracdo nas células ocorre através de
apressorios e apés a colonizacdo os sintomas iniciais podem aparecer em folhas,
inflorescéncias e frutos (MENEZES, 2002). 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).

25 CONTROLE

Atualmente ha dois defensivos quimicos registrados para o controle da doenca no
AGROFIT, um deles é uma mistura de fluxapiroxade (carboximida) e piraclostrobina
(estrobirulina) e o outro um propiconazol (triazol), sendo o controle quimico a principal
alternativa para o manejo da doenca (GASPAROTTO et al., 2012).

Porém devido a alta variabilidade genética do agente causal da doenca a
sensibilidade aos fungicidas pode diferir entre os isolados, como ja relatado por Tozze
Junior (2017), onde as espécies C. acutatum, C. boninense, C. capsici, C. coccodes e C.
gloeosporioides, patogénicas a pimentdo, apresentaram sensibilidades distintas aos
fungicidas azoxistrobina, carbendazim, tiabendazol e tebuconazol.

Santos (2018), estudou a sensibilidade de diferentes clones de seringueira a
diferentes isolados e espécies de Colletotrichum e relatou que a suscetibilidade dos
clones e a agressividade dos isolados variam dentro da interagdo isolado x clone.
Contudo ainda poucos trabalhos visando a resisténcia genética a doenca
(GASPAROTTO et al., 2012)

2.6  IDENTIFICACAO DO GENERO DE COLLETOTRICHUM

A correta identificacdo do agente causal de uma doenca é fundamental para a
compreensao do patossistema e para se estudar estratégias de manejo da doencga no
campo.

Estudos morfolégicos e fisioldgicos como os de tamanho e formato de esporos,
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coloragéo de colonia, velocidade de crescimento micelial e sensibilidade a fungicidas s&o
utilizadas comumente para caracterizacdo de espécies de Colletotrichum que afetam
seringueira (JAYASINGHE, 1998; SIERRA, 2010; SARMIENTO, 2013; SANTOS, 2018).
Porém esses mesmos autores também utilizaram técnicas moleculares complementares
para diferenciar os grupos de espécies dos agentes causais da antrachose da
seringueira, ja que a plasticidade fenotipica do género Colletotrichum torna a
caracterizacdo morfolégica imprecisa (MENEZES, 2006).

Dentre as regides do genoma ja estudadas para este género, a ITS € a que possui
maior nimero de sequéncias depositadas. A andlise filogenética utilizando dados desta
regido é uma ferramenta (til para uma identificacdo preliminar da espécie de

Colletotrichum ou para coloca-lo em um complexo de espécie (CAIl et al. 2009).
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2 CAPITULO | - CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR, MORFO-
CULTURAL, FISIOLOGICA E PATOGENICA DE ISOLADOS DE
COLLETOTRICHUM SPP. DE SERINGUEIRA

RESUMO
A antracnose € uma doenca que acomete a seringueira (Hevea brasiliensis), causada por
diferentes espécies do género Colletotrichum, que pode levar a perda na produtividade
de latex. O conhecimento das espécies que causam a doenca em cada regido €
fundamental para a¢gdes de controle e o desenvolvimento de programas de melhoramento
genético. Este trabalho teve como objetivo caracterizar 17 isolados de Colletotrichum
obtidos a partir de foliolos de seringueira quanto a seus aspectos patogénicos, morfo-
culturais e genéticos. O teste de patogenicidade indicou diferencas na agressividade dos
isolados de Colletotrichum. Por meio da comparacédo da sequéncia genémica de parte do
ITS em conjunto das analises morfo-culturais, foi possivel determinar a presenca de
isolados provenientes dos complexos C. acutatum e C. gloeosporioides, porém nao foi
possivel identificar os isolados a nivel de espécie. A analise morfo-cultural demonstrou a
presenca de heterogeneidade entre os isolados em aspectos como coloracao de colonia,
morfologia de conidios e crescimento micelial em diferentes temperaturas, enquanto a
analise filogenética, por meio de bootstrap, indicou divergéncia entre os complexos C.
acutatum e C. gloeosporioides. Para a identificacdo a nivel de espécie, é necessario o

sequenciamento de outras regides do DNA dos isolados.

Palavras-chave: Antracnose. Filogenia. Hevea brasiliensis. Diversidade. Fendétipos.
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ABSTRACT

Anthracnose is a disease that affects the rubber tree (Hevea brasiliensis), caused by
different species of the genus Colletotrichum, which can lead to a loss in latex yield. The
knowledge of the species that cause the disease in each region is essential for control
actions and the development of genetic improvement programs. This work aimed to
characterize 17 Colletotrichum isolates obtained from rubber leaflets in terms of their
pathogenic, morpho-cultural and genetic aspects. The pathogenicity test indicated
differences in the aggressiveness of Colletotrichum isolates. By comparing the ITS1/ 4
genomic sequence together with the morpho-cultural analyzes, it was possible to
determine the presence of isolates from the C. acutatum and C. gloeosporioides
complexes, however it was not possible to identify the isolates at the species level. The
morpho-cultural analysis demonstrated the presence of heterogeneity among the isolates
in aspects such as colony staining, conidia morphology and mycelial growth at different
temperatures, while the phylogenetic analysis, through bootstrap, indicated divergence
between the C. acutatum and C. gloeosporioides complexes. For species-level
identification, sequencing of other regions of the isolates' DNA is necessary.

Keywords: Anthracnose. Phylogeny. Hevea brasiliensis. Diversity. Phenotype.
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2.1  INTRODUCAO

A antracnose da seringueira € uma doenca fangica causada por espécies do
género Colletotrichum que esta presente em diversas regides brasileiras como Sé&o
Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Regido Norte (FURTADO;
TRINDADE, 2005). Devido a alta variabilidade genética do género Colletotrichum
(FREEMAN, 2000) e a diferenca de sensibilidade de isolados a fungicidas (TOZZE
JUNIOR, 2007) é necessaria a identificacdo correta dos isolados presentes em cada area
para a realizacdo de medidas de controle adequadas, j& que além da variacdo de
sensibilidade a fungicidas, a sensibilidade dos clones também varia de acordo com o
isolado (SANTOS, 2018) e ha diferenca na agressividade de isolados (HUNOPOLAGMA
et al., 2017)

A distribuicdo da antracnose da seringueira, doenca flngica causada por
Colletotrichum, em diferentes areas do territério nacional, torna necessaria a realizacao
de estudos que visem identificar as espécies predominantes dos agentes causais em
cada regido, ja que o conhecimento a cerca da variabilidade da populacdo do patégeno
é fundamental para o desenvolvimento de ferramentas de manejo da antracnose nos
seringais.

Durante muitos anos a identificacdo de espécies de Colletotrichum baseou-se
majoritariamente em caracteristicas fenotipicas, como aspectos culturas e morfo-
fisiol6égicos, que constituem caracteristicas fundamentais para o conhecimento das
variabilidades inter e intra-especifica do patdégeno. Essas caracteristicas também sédo
Uteis para a diferenciacdo entre espécies e grupo de espécies (KATAN, 2000). No
entanto, o género Colletotrichum apresenta uma alta plasticidade fenotipica o que leva a
necessidade do uso integrado de métodos morfolégicos e bioquimicos em estudo
taxondémicos deste género (MENEZES, 2006). A integracao dos meétodos € fundamental
para ndo comprometer a acuracia da identificacdo do agente causal, que pode ocorrer
quando séo utilizados apenas critérios fenotipicos, sendo que a identificacdo incorreta do
agente causal pode comprometer a diagnose, a compreensdo da relagdo patdgeno
hospedeiro e as medidas de controle da doenca (HYDE et al., 2009).

Com os avancos nos estudos moleculares associados aos métodos baseados em
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critérios fenotipicos, a taxonomia do género Colletotrichum tem sido melhor
compreendida e novas espécies tem sido propostas (DAMM et al., 2012a; DAMM et al.,
2012b; WEIR et al., 2012). A analise de sequéncias de acidos nucleicos é considerada a
técnica mais confiavel para a classificacdo de espécies de Colletotrichum (CAI et al.,
2009 ; CROUCH et al., 2009; DAMM et al., 2009; PRIHASTUTI et al., 2009; CANNON et
al., 2012; HUNOPOLAGAMA et al., 2017; LIU et al., 2018)

Tendo em vista a distribuicdo do patégeno em diferentes areas dentro do Brasil e
do Estado de Sao Paulo, em condi¢cbes edafoclimaticas distintas, esse trabalho buscou
identificar os grupos do patdgeno predominantes em diferentes areas, a variabilidade
genética e as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas de cada um dos isolados

estudados.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Obtencéo e preservacao de isolados

Os isolados foram obtidos a partir de folhas de H. brasiliensis que apresentavam
sintomas de antracnose. Foi realizada uma coleta no municipio de Votuporanga — SP, na
qual foram coletados folhas com sintomas da doenca que foram acondicionadas em
sacos plasticos mantidos com umidade até o dia posterior, quando foram realizados os
lamentos no laboratério de Fitopatologia da FCAT. Além desse municipio, folhas com
sintomas da doenca provindas de outros municipios foram enviada ao laboratério, dentre
esses municipios estao Pirajui — SP, Ferndo — SP, Gélia — SP, Colina-SP e Registro-SP,
isolados de seringueira provindos de Jaci-SP, Jau e Buritama também foram utilizados
no trabalho. Os municipios escolhidos para a realizagdo das coletas se localizam em
regides produtoras de latex.

O isolamento do material coletado foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia da
FCAT — UNESP Dracena. Fragmentos (0,4 cm x 0,4 cm) de cada amostra com sintomas
e sinais caracteristicos da doencga (Figura 1) foram submetidos a desinfestacao
superficial, pela submerséo por 1 minuto em alcool (70%), seguido da submerséo por 2
minutos em solucéo de hipoclorito de sédio (2%), lavados em agua autoclavada estéril e
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secos em papel toalha estéril no interior de cAmera de fluxo laminar. Apés a desinfestacdo
superficial, as amostras foram depositadas, individualmente, em placas de Petri contendo
meio de agar-agua (DHINGRA; SINCLAIR, 1985) e incubadas em camara tipo BOD, a
25+1 °C, no escuro, até o crescimento visivel de estruturas do fungo. Posteriormente,
foram coletados com agulha histoldgica estéril, na extremidade das col6nias, fragmentos
do meio de cultura contendo estruturas do fungo formadas a partir das amostras vegetais,
os quais foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA (Batata,
Dextrose, Agar) (TUITE, 1969). As culturas foram incubadas por sete dias em camara

tipo BOD, a 25+1 °C, sob fotoperiodo continuo.

Figura 1 — Sintomas tipicos de antracnhose

Fonte: Préprio autor.

Os isolados foram preservados pelo método Castellani em tubos de ensaio
contendo 5 mL de &gua deionizada autoclavada, sendo que em cada tubo foram
depositados 5 discos de cada isolado em meio BDA com estreptomicina (0,3 g.L-1).

Também foi utilizado o método de conservagdo em papel filtro. Os isolados foram
repicados para meio placas de Petri contendo meio BDA com estreptomicina e cresceram
sobre fragmentos de papel filtro colocados na superficie do meio de cultura. Cinco dias
apos a repicagem os papéis filtro foram transferidos para tubos de ensaio esterilizados e
posteriormente congelados.
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2.2.2 Teste de patogenicidade

Foliolos do clone RRIM 600, clone muito cultivado no Brasil e altamente produtivo
(IAC, 2013), foram coletados no jardim clonal do Centro de Seringueira do IAC, no
municipio de Votuporanga — SP. Estes foliolos foram acondicionados em sacos plasticos
com umidade ap0s a coleta, e levados ao laboratério de Fitopatologia da FCAT-Dracena
no dia seguinte, sendo inoculados com diferentes isolados.

Treze isolados foram inoculados em trés foliolos do clone RRIM 600, sendo que 0
método de inoculacéo utilizado foi a deposicao de um disco de micélio sobre a superficie
adaxial dos foliolos. Os foliolos foram acondicionados em camera Umida, no escuro sob
temperatura de 25+1°C e umidade relativa do ar de 90% (Figura 2), conforme
metodologia de Sierra (2010), sendo que cada camera Umida continha 3 foliolos do clone
RRIM 600, em cada disco foi depositado um disco de micélio. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, sendo que foram utilizados 13 isolados com 3 repeti¢coes
por isolado. Seis dias apds a inoculacéo os foliolos foram escaneados e a porcentagem
de area lesionada de um deles foi aferida pelo programa Leaf Doctor (PETHYBRIDGE;
NELSON, 2015).
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Figura 2 — Inoculacdo dos isolados a partir de discos de discos de micélio para

realizacéo do teste de patogenicidade

Fonte: Préprio autor.

Os resultados obtidos foram submetidos ao Teste Scott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 1998).

2.2.3 Caracterizacdo cultural e fisiologica

Na caracterizagao dos isolados foram realizadas analises da velocidade média de
crescimento da colonia em diferentes temperaturas, determinacéo da temperatura 6tima
de crescimento da coldnia e observagéo das caracteristica morfolégicas das coldnias de
casa isolado.

Discos de meio de cultura BDA Difco® (39 g/L) com 7 mm de diametro, retirados
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da borda do micélio dos isolados ap6s cultivados por cinco dias, foram transferidos para
o centro de Placas de petri que também continham meio BDA Difco® (39 g/L). Apdés a
transferéncia dos discos, cada isolado foi incubado nas temperaturas de 15, 20, 25, 30
e 35x1°C, sob fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi avaliado diariamente por meio da medicdo de diametros
perpendiculares da colénia com a utilizagcdo de um paquimetro. Por fim foi determinada
a velocidade média de crescimento da col6nia, que ao final foi utilizada nas analises
estatisticas. O célculo da velocidade de crescimento foi feito seguindo metodologia de
Nechet (1999), adaptada de Oliveira (1991): IVCM= S (D-Da)/N, em que IVCM= Iindice
de velocidade de crescimento micelial, D = Didametro médio atual, Da = Didmetro médio
do dia anterior, e N = NUumero de dias apés a inoculacéo.

No quinto dia de cultivo foram avaliadas as caracteristicas morfolégicas das
colonias cultivadas a 25+1°C, tais como coloragéo da colonia e massa de esporos.

O experimento foi conduzido em delineamento fatorial duplo (isolado Xx
temperatura) inteiramente casualizado, com duas repeticdes por tratamento, sendo cada
placa de Petri uma parcela. Os dados relativos a velocidade de crescimento das col6nias
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram comparadas por meio do
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa SISVAR
(FERREIRA, 1998).

2.2.4 Caracterizacdo morfolégica

A caracterizacao morfologica baseou-se nos formatos predominantes e dimensdes
meédias (comprimento, largura e relacdo entre comprimento e largura) de conidios dos
isolados.

Para a observacao dos conidios foram preparadas laminas em lactofenol, sendo
essas laminas semipermanentes e 0s esporos obtidos através de isolados cultivados em
meio BDA Difco® (39 g/L).

Realizou-se uma avaliacdo prévia para determinar as formas mais comuns em que
os conidios foram encontrados. Os formatos mais comuns receberam um correspondente

numeérico como mostra a Figura 3, que posteriormente foram utilizados para a
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classificacéo dos conidios de cada isolado. e comparados a descri¢cdo de Sutton (1992).

Figura 3 — (1) reto com apice obtuso; (2) cilindrico; (3) oblongo-cilindraceo; (4) reto com

constricao; (5) oblongo; (6) reto, com apice afilado. A barra representa a medida de 10

Fonte: Préprio autor.

Para a avaliagdo de formato e dimensdo dos isolados foram selecionados 50
conidios aleatoriamente. Os conidios estudados foram observados através de imagens
obtidas por uma camera acoplada a um microscoépio 6tico, sendo que a camera é um dos
componentes do software Future WinJoe. As imagens obtidas através do software,
correspondente a um aumento de 400x do microscépio Carl Zeiss® modelo Axiostar Plus,
foram projetadas em uma tela de computador e medidas com o auxilio de uma régua.
Por fim, com o auxilio da régua que acompanha o software, as medidas de comprimento
e largura dos conidios foram convertidas para sua dimenséao real (um).

As medidas de comprimento, largura e relacdo comprimento/largura, foram
submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste Skott-knott ao nivel
de 5% de significancia, por meio do programa SISVAR (FERREIRA, 1998).
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2.2.5 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Fitopatologia da FCAT, através
método CTAB, seguindo metodologia de Murray e Thompson (1980). 2 discos de micélio
com 100 pL juntamente ao tampao de extracdo CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M
NaCl; 0,02 M EDTA; 2 % CTAB; 0,2 % B-mercaptoetanol) foram macerados em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Posteriormente os tubos foram mergulhados em agua a 65°C
durante 30 minutos. Em sequéncia adicionou-se 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1, vlv) aos tubos e os mesmos foram agitados manualmente por 10 minutos e
centifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para tubos
contendo isopropanol. Essa misturada foi centrifugada novamente a 12.000 rpm por 15
minutos e o “pellet” resultante foi lavado com 500 uL de etanol 70% e centrifugado por 10
minutos a 10.000 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi seco em
temperatura ambiente ressuspendido em 100 pyL de agua com DEPC

(Diethilpirocarbonato).

2.2.6 Caracterizacao filogenética

Para analise filogenética foram utilizadas sequéncias parciais dos genes ITS.
Para isso, reacoes de polimerase em cadeia foram realizadas de acordo com Braganca
(2013), utilizando os oligonucleotideos ITS-1F (GARDES; BRUNS, 1993) e ITS-4 (WHITE
et al., 1990), para amplificacdo de parte da regido ITS-5.8S rDNA.

A arvore filogenética foi construida utilizando-se o programa MEGA 5.0, sendo o

modelo Junkes Cantor o escolhido como modelo estatistico.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Denominacéao dos isolados

A Tabela 1 demonstra a denominacéo e a procedéncia dos isolados obtidos a partir

de lesbes de antracnose em foliolos de seringueira



Tabela 1 - Descricdo e procedéncia dos isolados utilizados no trabalho
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Nome do )
solado Hospedeiro Local de coleta/SP Ano de Coleta
CH1 Hevea brasilensis Colina 2018
CH5 Hevea brasilensis Colina 2018
CH®6 Hevea brasilensis Pirajui 2018
CH 19 Hevea brasilensis Fernao 2018
CH 23 Hevea brasilensis Jau 2008
CH 25 Hevea brasilensis Jaci 2008
CH 38 Hevea brasilensis Buritama 2008
CH 40 Hevea brasilensis Galia 2018
CH 63 Hevea brasilensis Galia 2018
CH94 Hevea brasilensis Colina 2018
CH 96 Hevea brasilensis Colina 2018
CH 112 Hevea brasilensis Colina 2018
CH 128 Hevea brasilensis - -
CH 138 Hevea brasilensis Votuporanga 2019
CH 145 Hevea brasilensis Registro 2019
CH 146 Hevea brasilensis Registro 2019

Fonte: Préprio autor.

2.3.2 Teste de patogenicidade

Todos os isolados testados foram patogénicos aos foliolos de seringueira 6 dias

apos a inoculagéo.

A comparagdo estatistica demonstrou diferenca de agressividade entre os

isolados. O isolado CH 5 foi 0 menos agressivo (Tabela 2), diferindo estatisticamente de

todos os outros seguido por CH 19, que foi mais agressivo em relagdo a CH 5, porém

menos agressivo a todos os outros isolados que nao diferiram estatisticamente entre si.

Apesar de haver diferenca estatistica entre os demais isolados é possivel observar
(Tabela 2) que CH 94, CH 40, CH 25 e CH 112 nado provocaram sintomas em toda
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superficie foliar enquanto os restantes tomaram todo o foliolo.

Tabela 2 - Porcentagem de area lesionada de foliolos de seringueira, seis dias apos a

inoculacao de diferentes isolados de Colletotrichum spp.

Isolado Area Lesionada (%)
CH1 100,00 c
CH5 39,33 a
CH®6 100,00 c
CH 19 67,23 b
CH 23 100,00 ¢
CH 25 83,27 c
CH 38 100,00 c
CH 40 81,92 c
CH 63 100,00 ¢
CH 94 77,17 c
CH 96 100,00 c
CH 112 89,20 c
CH 128 100,00 ¢
CcVv 17,20

Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

A figura 4 mostra a diferenca de agressividade entre isolados 6 dias apos a

inoculacao:
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Figura 4 - Diferenca entre sintomas provocados por diferentes isolados: (1) CH 5, (2)
CH 19, (3) CH 94, (4) CH 1, 6 dias ap6s a inoculacao

o
&
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Fonte: Préprio autor.
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2.3.3 Caracterizacao cultural dos isolados

Os dados apresentados na Tabela 3 mostram os resultados obtidos apds a
avaliacdo da coloracéo das colonias.

A coloracao da parte superior das culturas se dividiu em cinza claro e branco,
sendo que em 6 isolados foi possivel observar a coloragdo laranja na parte superior da
colénia, devido a formacao de massas de conidios na colonia (Tabela 3). Na parte inferior
da colénia houve maior diversidade de coloracdo das colbnias entre as cores branca,
salméo, creme e cinza, com 9 isolados apresentando massa de esporos alaranjada

(Tabela 3). Nao foram detectadas setas em nenhuma das col6nias.

Tabela 3 - Coloracdo de colbénias de isolados de Colletotrichum spp. 5 dias apos a
repicagem em meio BDA sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C.

Nome do Cor
Isolado Superior Inferior Massa de esporos
CH1 Cinza Claro Cinza Escuro -
CH5 Branco, Laranja Branco, Laranja +
CH®6 Branco Branco, Salmao -
CH 19 Branco Salméo -
CH 23 Branco, Laranja Salméo, Creme, Preto, Laranja +
CH 25 Cinza Claro Creme, Branco -
CH 38 Branco, Laranja Creme, Laranja +
CH 40 Branco Branco, Salméo, Laranja +
CH 63 Branco, Laranja Creme, Laranja +
CH94 Cinza Claro Cinza, Laranja +
CH 96 Cinza Claro Cinza Escuro +
CH 112 Cinza Claro, Laranja Branco, Laranja +
CH 128 Cinza Claro Cinza Claro -
CH 138 Branco, Cinza Claro Cinza Claro, Creme -
CH 145 Cinza Claro Cinza Escuro -
CH 146 Cinza Claro, Laranja Cinza Escuro, Laranja +

Fonte: Préprio autor.
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2.3.4 Crescimento dos isolados em diferentes temperaturas

Apoés os calculos de crescimento micelial dos isolados, foi realizada analise

estatistica e os resultados estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Velocidade de crescimento de isolados de Colletotrichum spp. em mm.dia-*

sob fotoperiodo de 12 horas e diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C)

Isolados 15 20 25 30 35 Médias
Crescimento mm.dia-!
CH1 3,25 Ca 6,00 Ba 10,87 Aa 10,62 Aa 1,21 Da 6,39 a
CH5 4,00 Ca 3,91 Cb 6,63 Bc 9,88 Aa 1,03 Da 5,09b
CH®6 4,77 Aa 3,91 Ab 4,81 Ad 1,37 Be 0Bb 2,97d
CH 19 1,07 Bb 3,17 Aa 2,13 Ae 1,50 Be 0Bb 157e
CH 23 1,88 Cb 2,92 Bb 4,63 Ad 0,63 De 0 Db 201le
CH 25 4,13 Aa 5,58 Aa 4,50 Ad 2,88 Bd 1,46 Ba 3,71c
CH 38 2,75 Bb 4,83 Aa 5,50 Ad 1,13 Be 0Bb 2,84d
CH 40 1,56 Cb 3,00 Bd 5,12 Ad 0,58 Ce 0Cb 2,05e
CH 63 2,75 Bb 5,66 Aa 4,19 Bd 0,75 Ce 0Cb 2,67d
CH 94 4,33 Ba 5,83 Aa 6,75 Ac 7,31 Ab 0,85 Ca 502b
CH 96 3,75Ba 5,17 Aa 3,38 Be 2,38 Bd 0Cb 2,94d
CH 112 2,25 Cb 6,33 Ba 9,06 Ab 5,33 Bc 1,00 Ca 4,80 b
CH 128 3,88 Ba 5,50 Ba 8,69 Ab 4,12 Bc 0Cb 4,44 c
CH 138 4,00 Aa 5,00 Aa 5,50 Ad 4,63 Ac 1,61 Aa 4,15c¢c
CH 145 4,12 Ba 5,41 Aa 3,25 Be 2,25 Cd 0 Db 3,01d
CH 146 2,75 Ab 2,83 Ab 2,81 Ae 1,00 Be 0Bb 1,88 e
Médias 3,2C 4,69 B 549 A 3,52B 0,44 D
CV (%) 22,16

Nota: Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si pelo
Teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.
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Houve diferencas significativas entre os isolados e a temperatura de 25°C foi a que
proporcionou maior crescimento micelial, diferindo estatisticamente das demais. As
temperaturas de 20°C e 30°C (Tabela 4) néo diferiram estatisticamente entre si e
obtiveram valores maiores de crescimento em relagdo a temperatura de 15°C que por
sua vez proporcionou maiores velocidades de crescimento quando comparada a
temperatura de 35°C, onde o crescimento dos isolados foi praticamente paralisado,
sendo que 10 dos 16 isolados ndo cresceram sob essa temperatura apos 7 dias (Tabela
4).

O isolado CH 1 diferiu estatisticamente de todos os isolados na média geral, sendo
0 que apresentou maior média de crescimento no geral, enquanto CH 19, CH 40 e CH
146 foram os que menos cresceram figurando no dltimo grupo estatistico (Tabela 4)

Os dados demonstram que a temperatura de 25°C foi a que proporcionou maior
desenvolvimento da colbnia no geral e estatisticamente figurou no grupo que propiciou
maior taxa de crescimento para 13 isolados, apenas CH 5 e CH 94 tiveram temperatura
ideal a 30°C e CH 63 e CH 96, que cresceram mais rapidamente 20°C diferiram desses

resultados.
2.3.5 Caracterizacdo morfolégica
Os resultados apontaram para seis formatos predominantes de conidios, que

foram classificados da seguinte maneira: (1) reto com apices redondos; (2) cilindrico; (3)
oblongo-cilindraceo; (4) reto com constricdo; (5) oblongo; (6) reto, com apice afilado.
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Tabela 5. Comprimento (um), amplitude de comprimento (um), largura (um), amplitude

de largura (um),

Colletotrichum spp.

relacdo comprimento/largura (um) e formato de conidios de

Isolado Comprimento Amplitude Largura Amplitude Relagcdo Formato (%)
(um) (um) (um) (um) C/L
CH1 12,18 e 9,09 - 13,64 3,78¢c 2,72-453 324e 3(90), 1(10)
CH5 18,73 a 10,00 -27,24 3,47c 2,70—-455 539a 2
CH®6 13,16 d 9,09-17,21 409b 2,73-545 3,36d 3(60), 1(40)
CH 19 13,41d 9,10-19,12 351c 1,82 -454 3,96¢c 1(70), 6(30)
CH 23 11,31 f 7,27 - 15,45 3,33c  2,73-455 3,49d 1(90), 6(10)
CH 25 16,67 b 12,73-20,00 457a 2,73-545 4,00c 1
CH 38 9,65¢ 6,36 — 15,45 287d 182-455 3,50d 3(85), 5(15)
CH 40 13,05d 9,09 — 16,36 369c 2,71-543 3,62d 1(70), 4(30)
3(45), 4(45),
CH 63 14,64 c 10,91-20,91 411b 2,72-547 3,64d
1(10)
CH 94 12,01 e 10,00 -17,27 356c¢ 2,73-455 3,43d 1(70),3(30)
CH 96 13,27d 10,15-17,30 3,63c¢c 2,72-453 3,72d 1
CH 112 17,25 b 15,45-19,09 4,73a 3,64-545 3,70d 2(60, 3 (40)
CH 128 16,53 b 12,73-20,00 3,52c¢ 2,73-451 487b 1(60) 2(40)
3(40), 1(40),
CH 138 10,98 f 9,12 -13,61 3,74c 2,73-523 299e
5(20)
CH 145 10,10 g 6,23 - 12,69 3,78¢c 284-534 2,72f 5(80), 3(20)
5(60), 1(30)
CH 146 10,28 g 7,27 -17,32 23e 184-334 462b
4(10)
CV (%) 13,30 21,14 21,19

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Proprio autor.

O comprimento dos conidios variou entre 9,65 pm (CH 38) a 18,73 um (CH 5),

enquanto a largura variou de 2,3 ym (CH 146) a 4,57 ym (CH 25). A relagao
comprimento/largura (C/L) esteve dentro do intervalo de 2,72 (CH 145) e 5,39 (CH 5).

Os formatos predominantes foram 1 e 3 para a maioria dos isolados. CH 5 e CH
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112 apresentaram predominancia do formato 2, enquanto CH 145 e CH 146 do formato
5. (Tabela 5).

2.3.6 Caracterizacao genética

Os resultados demonstraram que os isolados provenientes do municipio de
Colina-SP, CH 1, CH 5, CH 94, 96 e CH 112 pertencem ao grupo C. gloeosporioides, nao
havendo nenhum outro grupo identificado na area. O mesmo ocorreu com 0s isolados
CH 145 e CH 146, ambos isolados a partir de amostras de foliolos de seringueira do
municipio de Registro -SP. O isolado CH 25, com origem no municipio de Jaci — SP
também foi agrupado dentro do complexo C. gloeosporioides.

Os isolados obtidos no municipio de Galia — SP, CH 40 e CH 63 foram agrupados
no complexo C. acutatum, mesmo grupo dos isolados CH 6 e CH 19, provenientes dos
municipios de Pirajui e Ferndo, ambos préximos a Galia. Os isolados CH 23, do municipio
de Jau - SP e CH 138 de Votuporanga — SP, também foram classificados dentro de C.
acutatum.

O dendrograma (Figura 5), apresenta a proximidade dos isolados e os bootstraps
obtidos através da andlise estatistica pelo modelo Junkes Cator.
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Figura 5 - Dendrograma obtido a partir dos resultados de sequenciamneto das regides
ITS ¥; modelo estatistico Junkes Cator
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Fonte: Préprio autor
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2.4 DISCUSSAO

Os isolados CH 1, CH 25, CH 94, CH 96 e CH 128 apresentaram caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e culturais condizentes com C. gloeosporioides. CH 25 e CH 94
apresentaram tracos laranjas na coloracdo da colbnia, caracteristica associada por
Sutton (1992) a C. acutatum, porém Smith e Black (1990) relatam alta plasticidade
fenotipica em isolados de C. gloeosporioides e presenca de coloragdo alaranjada em
alguns deles. As outras caracteristicas (crescimento de colbnia, morfologia de conidios)
também se assemelharam as descritas na literatura para a espécie. O sequenciamento
da regiao ITS agrupou esses isolados no complexo C. gloeosporioides. As figuras 6 e 7

demonstram caracteristicas gerais desses isolados.

Figura 6 - Diferenca entre sintomas provocados por diferentes isolados: (1) CH 5, (2)
CH 19, (3) CH 94, (4) CH 1, 6 dias ap6s a inoculacao

Fonte: Préprio autor
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Figura 7 - Conidios dos isolados CH 1 (A), CH 138 (B) e CH 93 (C). A barra representa
a medida de 10 pym.
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Fonte: Préprio autor

Os isolados CH 6, CH 19, CH 23, CH 38, CH 40, CH 63 e CH 138 apresentaram
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e culturais condizentes com C. acutatum. CH 6
e CH 63 apresentaram largura de conidios ligeiramente diferentes da relatada por Sutton
(1992) para C. acutatum, 0,09 pm e 0,11 pm superiores ao limite maximo,
respectivamente. O isolado CH 40 apresentou morfologia de conidios proximas aos de
C. gloeosporioides, o que também foi relatado por Tozze Junior (2007) e Santos (2018)
para C. acutatum. A analise genética demonstrou que os isolados pertencem ao
complexo C. acutatum. As figuras 8 e 9 demonstram os aspectos das coldnias e dos
conidios dos isolados desse grupo.

Figura 8 - Col6nias dos isolados CH 23 (Ae B) e CH 19 (C e D)

Fonte: Préprio autor
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Figura 9 - Conidios dos isolados CH 63 (A), CH 23 (B) e CH 63 ©. A barra representa a
medida de 10 pym.

Fonte: Préprio autor
Os isolados CH 5 e CH 112 apresentaram comprimentos dos conidios superior ao
descritos por Sutton (1992) para C. acutatum e C. gloeosporioides. Além dessa
semelhanca as colonias de ambos isolados apresentaram coloracdo branca e alaranjada
e velocidade de crescimento 6tima na temperatura de 30°C, além de serem agrupados
dentro do complexo C. gloeosporioides na analise genética. A espécie C. theobromicola
relatada por Santos (2018) como patdgeno de seringueira no Brasil, apresenta conidios

com dimensdes que englobam os isolados, inclusive no isolado descrito pela autora.

Figura 10 - Col6nias dos isolados CH5 (Ae B) e CH 112 (C e D)

Fonte: Préprio autor
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Figura 11 - Conidios dos isolados CH 5 (A) e CH 112 (B). A barra representa a medida

de 10 ym.

Fonte: Préprio autor

Os isolados CH 145 e CH 146 também apresentaram caracteristicas diferentes em
relacgo a C. acutatum e C. gloeosporioides, ambos apresentaram coloracao
predominantemente acinzentada, caracteristica de C. gloeosporioides e foram agrupados
dentro do mesmo grupo na analise genética, porém a dimensdo dos conidios e a
velocidade de crescimento desses isolados ndo se assemelham aos parametro descritos
para C. gloeosporiodes. E necessaria uma andlise genética com mais regides desses

isolados.

Figura 12 - Col6nia do isolado CH 145 (A e B)

Fonte: Préprio autor
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Figura 13 - Conidios dos isolados CH 145 (A) e CH 146 (B). A barra representa a
medida de 10 pym.

Fonte: Préprio autor

Quanto a patogenicidade, o isolado menos agressivo (CH 5), apresentou
caracteristicas morfo-culturais distintas das espécies C. acutatum e C. gloesosporioides,
enquanto CH 19, o outro isolado que obteve um grau de patogenicidade estatisticamente
inferior aos demais, exibiu caracteristicas de C. acutatum.

Brown e Soepena (1994), trabalhando com 2 isolados de C. gloeosporioides e 2
de C. acutatum, concluiram que um dos isolados de C. gloeosporioides foi o mais
agressivo, enquanto o outro foi 0 menos agressivo, enquanto os dois isolados de C.
acutatum apresentaram agressividade média, esses resultados se assemelham aos
encontrados nesse trabalho, ja que houve variacdo na patogenicidade intra e inter
complexos de Colletotrichum. Zakaria, Bailey e Ahmad (2003) detectaram diferenca na
agressividade entre isolados de Colletotrichum isolados de diferentes hospedeiros em
folhas de seringueira, porém néo identificaram as espécies dos mesmos. Thambugala e
Deshappriya (2009), detectaram maiores lesdes em folhas de seringueira causadas por
C. acutatum em relacdo a C. gloeosporioides. Hunupologama et al. (2017) testaram a
agressividade de diferentes espécies do complexo C. acutatum em seringueira e
concluiram que C. nymphaeae foi mais agressivo em relacdao a C. simmondsii, C.
acutatum, C. laticiphilum e C. citri, demonstrando variacdo na patogenicidade entre
espécies d mesmo complexo. Santos (2018) constatou maior agressividade de isolados
do complexo C. gloeosporoides em relagéo a C. acutatum quando inoculados em clones
distintos.

Os resultados relativos a coloracdo das colbnias apontaram para a presenca de
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coloracéo cinza clara em 56,25 % das colGnias enquanto 43,75% apresentaram aspecto
esbranquicado, esses resultados sdo similares aos encontrados por Tozze Janior et al.
(2015), em estudo de isolados de Colletotrichum patogénicos a frutiferas onde 60,2%
estudados apresentaram aspecto acinzentado e 39,8% foram esbranquicados. A
coloragéo da parte inferior da placa foi mais diversificada com presencga das cores branca,
creme, salmao, cinza clara e cinza escura em um isolado, enquanto Tozze Junior et al.
(2015) caracterizaram 86% das col6nias com coloracédo castanha, 12, 99% salméo e
apenas um isolado acinzentado. 56,25% dos isolados apresentaram massa de conidios
alaranjada, niamero superior ao de 29% encontrado por Tozze Junior et al. (2015). Santos
(2018), em caracterizagdo cultural de isolados de seringueira encontrou coloracdo de
colénias predominantemente cinzas e brancas na parte superior, porém também detectou
colonias alaranjadas, creme amareladas e rosaceas. Smith e Black (1990), encontraram
variacdo de coloracdo para C. gloeosporioides de cinza a cinza-oliva na parte superior
da cultura e oliva escuro a cinza escuro na parte inferior, com pouca presenga de cor
laranja e auséncia de coloracdo rosacea, enquanto para C. acutatum o0s autores
descreveram coldnias brancas evoluindo para bege, laranja, creme e rosadas na parte
inferior das cultura. Sierra-Hayer (2010) encontrou predominantemente coloracéo laranja
e cinza claro em colbnias de isolados de Colletotrichum patogénicos a seringueira.

A variabilidade na coloracdo das col6énias de Colletotrichum é um fato descrito por
diversos autores (THAN et al., 2008; PRIHASTUTI, et al., 2009, BATISTA, 2016) e devido
a essa alta plasticidade fenotipica dentro do préprio grupo é uma ferramenta insuficiente
para a caracterizacdo de espécies (FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998).

As colbnias com aspectos salméo foram caracterizadas por Sutton (1992) como
tipicas do grupo C. acutatum, ao passo que C. gloesporioides apresenta maior gama de
coloracdes entre os isolados.

Sutton (1992) aponta temperatura ideal para o desenvolvimento da maioria das
espécies de Colletotrichum se encontra entre 25°C e 30° C. Isolados de Colletotrichum
spp. de mangueira tem sua temperatura de desenvolvimento ideal entre 20°C e 25°C
(PIMENTA, 2009; MAIA; ARNESTO; ZANCAN, 2011). Poltronieri, Azevedo e Silva (2013),
encontraram 24,46°C como temperatura ideal para o desenvolvimento de isolados de C.

gloeosporioides isolados de plantas de jugara. A temperatura de 25°C também foi a ideal
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para a maioria dos isolados de solanaceas e de frutiferas (TOZZE JUNIOR; MELLO;
MASSOLA JUNIOR, 2006; TOZZE JUNIOR et al., 2015).

Sierra-Hayer (2010), em estudo com isolados de Colletotrichum spp. de
seringueira na mesma faixa de temperatura estudada, concluiu que 25°C propiciou maior
desenvolvimento das colGnias. Wastie (1972) apontou a faixa de temperatura entre 26°C
e 32°C como a ideal para desenvolvimento dos isolados de C. gloeosporioides de
seringueira.

Em relacé@o a espécies, em geral, C. gloesporioides tende a ter o desenvolvimento
mais rapido em relacédo a C. acutatum (SMITH e BLACK, 1990; SANTOS, 2018), neste
trabalho o isolado que mais cresceu, CH 1, apresenta caracteristicas gerais de C.
gloeosporioides.

Vinnere (2004) descreve a faixa de temperatura ideal para a espécie C.
gloeosporioides entre 26-28,5°C e C. acutatum entre 25°C-26,5°C. Smith e Black (1990)
observaram uma grande diferenca no crescimento de C. gloeosporioides e C. acutatum
nas temperaturas de 28°C e 32°C, sendo que C. gloeosporioides apresentou taxas de
crescimento significativamente superiores sob essas temperaturas. Esses dados sao
consistentes com os encontrados nesse estudo, ja que isolados com caracteristica do
grupo C. gloeosporioides apresentaram maior velocidade de crescimento a 30°C.

Em relacéo a morfologia de conidios, Sarmiento (2013), em trabalho com isolados
de Colletotrichum de seringueira encontrou uma amplitude de comprimento de 12,7 um
a 16,1 um, de largura de 3,2 ym a 5,0 um. Sierra (2010) encontrou amplitude de 11,04
pm a 17,07 ym no comprimento e 2,64 um a 4,64 um na largura e Santos (2018)
encontrou variagdo de 11 um a 17,6 ym em comprimento e 3,1 um a 4,84 ym em largura.

A analise do dendrograma, demonstrou a existéncia de dois subgrugrupos dentro
do complexo C. gloeosporoides. O primeiro foi composto pelos isolados CH 96, CH 112,
CH 145, CH 1, CH 5 e CH 25. Os isolados CH 1, CH5, CH 96 e CH 112 foram coletados
no municipio de Colina, enquanto CH 25 é proveniente de Jaci e CH 145 de Registro.

Nesse levantamento houve 9 isolados relatados dentro do grupo C.
gloeosporioides e 8 do grupo C. acutatum. No Brasil, outros autores relataram a presenca
do complexo C. boninense e houve alternancia na predominancia entre os complexos,

Sarmiento (2013) identificou mais isolados dentro do complexo C. acutatum, enquanto
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Santos (2018) relatou maior presenca de C. gloeosporioides.

Sarmiento (2013) e Meireles et al. (2009), ndo encontraram semelhancas no
agrupamento dos isolados em decorréncia da regiao geografica em que foram coletados,
ja nesse trabalho foi possivel verificar que isolados provindos de regifes préximas
tenderam a se agrupar em grupos semelhantes.

A andlise de apenas uma regido de DNA ndo foi suficiente para a classificagdo dos
isolados a nivel de espécie. Os complexos C. gloeosporioides e C. acutatum possuem
grande distribuicdo de espécies no patossistema da antracnose da seringueira (LIU et al.,
2018; Hunupologama et al., 2017). A diferenciacdo entre as espécies do complexo C.
acutatum, por exemplo, exige o estudo de regides especificas, como exemplo, C.
limetticola se diferencia de outras espécies do complexo através da utilizacdo de TUB2,
GAPDH, HIS3 e principalmente (DAMN et al., 2012)

Os resultados encontrados evidenciam a necessidade do sequenciamento de
outras regides do DNA para uma identificacdo acurada das espécies dos isolados, ja que
a andlise da regido ITS associada a caracteristicas morfo-culturais ndo foi conclusiva
para a determinacéo da espécie de alguns isolados.

Outros autores em estudos com outras regides obtiveram resultados mais
acurados e demonstraram a presenca de mais espécies patogénicas a seringueira dentro
dos complexos C. acutatum e C. gloeosporioides. Liu et al. (2018), utilizando as regides
ITS, TUB2, CAL, ACT, GAPDH, CHS-1, e GS identificou os clados C. fructicola, C.
siamense e um mias proximo a C. syzygicola e C. cordylinicola, enquanto dentro do
complexo C. acutatum foi formado um clado préximo a C. cairnsense e outro a
C. laticiphilum. Santos (2018) em trabalho com as regides ITS 1/4 e GAPDH identificou
as espécies C. siamense e C. theobromicola dentro do complexo C. gloeosporioides.
Portanto, como ja se conhece a variabilidade de espécies patogénicas a seringueira
dentro destes dois complexos, a utilizacdo de mais regibes é indispensavel para a
identificacdo correta dos isolados e a realizacéo de estudos para o controle da doenca,
ja que espécies de Colletotrichum diferem quanto a sensibilidade a fungicidas (TOZZE
JUNIOR, 2007) e apresentam graus de agressividade distintos a diferentes clones de
seringueira (LIU et al., 2018; SANTOS, 2018).
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2.5 CONCLUSOES

A caracterizacdo morfolégica e cultural apresentou variacdes nos resultados, nao
permitindo a distincdo das espécies do fungo

A identificagdo molecular permitiu identificar dois complexos atacando seringueira
(C. gloeosporioides e C. acutatum)

Houve variacdo na patogenicidade entre os isolados, intra e inter complexos.
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3 CAPITULO Il - AVALIACAO INICIAL DE RESISTENCIA DE CLONES DE
SERINGUEIRA A COLLETOTRICHUM SP

RESUMO

A melhor maneira de manejar a antracnose é com o0 uso de materiais resistentes,
portanto esse trabalho buscou identificar fontes de resisténcia a Colletotrichum em clones
de seringueira utilizados no Brasil. 20 clones de seringueira foram avaliados em
laboratério e em jardim clonal. Para a inoculagdo em laboratério foram usados trés
isolados de Colletotrichum, sendo um pertencente a espécie C. siamense (isolado CH93)
e dois a espécie C. acutatum (isolado CH102 e CH130). A inoculacdo dos clones foi
realizada a partir da deposicdo de um disco de meio BDA contendo sobre foliolos
destacados dos materiais. Na avaliacdo em jardim clonal foram coletadas cinco amostras
ao acaso com cinco foliolos de trés plantas diferentes que foram levados para andlise no
laboratorio. Os resultados apontam que os clones IAC 507 e IAC 502 apresentaram
grande resisténcia aos 3 isolados testados e que em jardim clonal IAC 507 ndo exibiu
sintomas da doenca. Foi observado que o grupo de clones testados teve reacéo
diferenciada conforme o isolado usado. Os resultados fornecem subsidios para o
desenvolvimento de pesquisas mais aprofundadas com os clones que se mostraram

resistentes a Colletotrichum.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis. Antracnose. Controle genético.
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ABSTRACT

The best way to manage rubber anthracnose is the use of resistant materials, so this work
sought to identify sources of resistance to Colletotrichum in rubber tree clones used in
Brazil therefore this study sought to identify resistance sources to Colletotrichum in rubber
tree clones used in Brazil. Twenty rubber tree clones were evaluated in the laboratory and
in the clonal garden. For laboratory inoculation, three isolates of Colletotrichum were
used, one belonging to the species C. siamense (isolate CH93) and two to the species C.
acutatum (isolate CH 102 and CH130). Inoculation of the clones was performed from the
deposition of a disc of BDA medium containing detached leaflets of the materials. In the
clonal garden evaluation, five random samples were collected with five leaflets from three
different plants that were taken for laboratory analysis. The results indicate that the clones
IAC 507 and IAC 502 showed great resistance to the 3 isolates tested and that in clonal
garden IAC 507 showed no sympthon. It was observed that the group of clones tested
had different reaction according to the isolate used. The results provide insights for further

research into clones that were resistant to Colletotrichum.

Keywords: Hevea brasiliensis. Anthracnose. Genetic control.
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3.1 INTRODUCAO

A antracnose da seringueira é uma doenca fungica, causada pelo género
Colletotrichum, que atinge as plantas em diferentes 6rgdos e estagio fenolégico. Em
campo a doenca causa infec¢cdes em folhas, ramos, inflorescéncia e painel de sangria
(SILVEIRA; CARDOSO, 1987; SILVEIRA et al., 1992), em jardim clonal e viveiros afeta
hastes e gemas, o0 que representa um problema no processo de producdo de mudas
(FURTADO; SILVEIRA, 1992).

Atualmente ha poucas alternativas para o controle da doenga, a principal
alternativa € o controle quimico (SILVEIRA et al., 1992; GASPAROTTO et al., 2012),
porém ha apenas dois produtos registrados para o controle da doenca no AGROFIT, um
deles € um triazol com ingrediente ativo propicanozol e o outro € uma mistura de
carboxamida e estrobirulina, sendo os ingredientes ativos fluxapiroxade e piraclostrobina,
respectivamente.

Com a escassa oferta de produtos para o controle da doenca no mercado, a
chance do desenvolvimento de resisténcia pelo patégeno é muito grande. Tozze Junior
(2007), identificou diferenca na sensibilidade de isolados de Colletotrichum a diferentes
fungicidas “in vitro”, entre esses isolados estavam C. gloeosporioides, C. acutatum e C.
boninense, que estao entre 0s principais agentes causais da antracnose em seringueira.

Poucos trabalhos estudaram o controle genético da doenga no Brasil
(GASPAROTTO et al., 2012). Furtado et al. (1994) avaliaram a desfolha decorrente da
antracnose no Estado de S&o Paulo, enquanto Goncalves et al. (2002), levantaram danos
causados por Colletotrichum em painel de sangria de clones da série IAC 300. Mais
recentemente (SANTOS, 2018), avaliou a resisténcia de diferentes clones a antracnose
foliar quando inoculados com isolados de Colletotrichum no sudeste da Bahia. No Estado
de S&o Paulo e para a série IAC 500, ndo ha trabalhos avaliando clones em laboratério.

Tendo em vista a necessidade de identificar fontes de resisténcia genética ao
patdogeno, o objetivo deste trabalho foi identificar possiveis fontes de resisténcia a

antracnose entre os clones utilizados no Estado de Sao Paulo e no Brasil
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Avaliacao dos clones em laboratério

Nesta etapa foram coletadas folhas sadias de diferentes clones de seringueira no
jardim clonal do Centro de Seringueira — IAC de Votuporanga-SP. Os clones utilizados
foram: GT1, IAC 500, IAC 502, IAC 503, IAC 505, IAC 507, IAC 511, IRCA 109, IRCA 111,
IRCA 317, IRCA 840, PB 217, PB 235, PB 311, PB 350, PC 119, PR 255, RRIM 600,
RRIM 728, RRIM 937.

Os foliolos dos clones listados acima foram acondicionados em sacos plasticos
com umidade ap0s a coleta e levados ao laboratorio de Fitopatologia da FCAT-Dracena
no dia seguinte a coleta e inoculados com trés isolados de Colletotrichum que haviam se
demonstrado patogénicos anteriormente em teste realizado com o clone RRIM 600. Os
isolados utilizados pertencem a espécie C. siamense (isolado CH93) e C. acutatum
(isolado CH102 e CH130), sendo procedentes das cidades de Pindorama, Pirajui e
Botucatu, respectivamente.

A inoculacao foi realizada através da deposicdo de um disco de micélio sobre a
superficie adaxial dos foliolos de cada clone, que posteriormente foram mantidos em uma
camera umida (UR de 90%), no escuro a 25°C, conforme metodologia descrita por Sierra
(2010). No terceiro e sexto dia apds a inoculagdo, os foliolos foram escaneados e as
imagens obtidas foram analisadas através do programa Leaf Doctor (PETHYBRIDGE e
NELSON, 2015), visando a obtencéo da porcentagem de area lesionada em cada foliolo.

Cada isolado foi inoculado em trés foliolos de cada clone, caracterizando um
experimento em fatorial duplo (clone x isolado) com 3 repeticbes por tratamento. Foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado, sendo que cada camera umida continha
um tratamento. Os dados convertidos para raiz quadrada e submetidos ao Teste Scott
Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 1998).
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3.2.2 Avaliagéo dos clones em jardim clonal

Nesta etapa do experimento foi realizada coleta de foliolos no jardim clonal no
Centro de Seringueira em Votuporanga-SP. A coleta foi realizada no dia 18 de junho de
2019. Foram coletadas cinco amostras ao acaso com cinco foliolos de trés plantas
diferentes de cada clone, essas folhas foram acondicionadas em sacos plasticos com
umidade e no dia seguinte levadas ao laboratério. Os clones avaliados foram os mesmos
usados em laboratorio.

Os foliolos coletados no jardim clonal foram levados ao laboratério, escaneados e
a porcentagem de é&rea lesionada foi aferida com o programa Leaf Doctor
(PETHYBRIDGE; NELSON, 2015). Os resultados foram submetidos ao Teste Scott Knott
ai nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 1998).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacdo dos clones em laboratério

Houve interacao significativa entre clone e isolado, tanto para trés dias ap0s a

inoculacdo quanto para seis dias, portanto os clones foram avaliados dentro de cada

isolado, com os dados referentes a porcentagem de area foliar lesionada (Tabela 1 e 2).
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Tabela 6 - Porcentagem de area foliar lesionada 3 dias apds a inoculagdo de

Colletotrichum sp. em foliolos de seringueira.

Isolados
CH 93 CH 102 CH 130

Clone Lesé&o (%) Clone Lesé&o (%) Clone Lesé&o (%)
IAC 500 1,56 a (2,43) IAC 500 2,13 a (4,54) IAC 500 6,70 d (44,89)
IAC 502 2,16 a (4,67) IAC 502 0,00 a (0,00) IAC 502 0,00 a (0,00)
IAC 503 5,85 ¢ (34,22) IAC 503 2,46 a (6,05) IAC 503 4,77 d (22,75)
IAC 505 2,14 a (4,85) IAC 505 1,61 a (2,59) IAC 505 0,71 a (0,50)
IAC 507 0,00 a (0,00) IAC 507 0,95 a (0,9) IAC 507 0,00 a (0,00)
IAC 511 3,97 b (15,76) IAC 511 2,04 a (4,16) IAC 511 4,53 ¢ (20,52)
IRCA 109 5,73 ¢ (32,83) IRCA 109 2,57 a (6,60) IRCA 109 0,84 a (0,71)
IRCA 111 6,40 c (40,96) IRCA 111 8,22 c (67,57) IRCA 111 6,21 d (38,56)
IRCA 317 4,30 b (18,49) IRCA 317 6,88 b (47,33) IRCA317 4,59 ¢ (21,07)
IRCA 840 6,17 a (38,07) IRCA 840 6,55 b (42,90) IRCA840 3,21 b (10,30)
GT1 1,69 a (2,86) GT1 2,63 a(6,92) GT1 0,95 a (0,90)
RRIM 600 2,06 a (4,24) RRIM 600 2,85a(8,12) RRIM 600 3,12 b (9,73)
RRIM 728 1,92 a (3,69) RRIM 728 1,79 a (3,20) RRIM 728 1,48 a (2,19)
RRIM 937 1,66 a (2,76) RRIM 937 1,46 a (2,13) RRIM 937 2,44 a (5,95)
PB 217 1,79 a (3,20) PB 217 9,08 c (82,45) PB 217 7,72 d (59,60)
PB 235 2,19 a (4,80) PB 235 1,36 a (1,85) PB 235 3,90 c (15,21)
PB 311 1,97 a (3,88) PB 311 3,76 a (14,14) PB 311 4,26 c (18,15)
PB 350 3,04 a (9,24) PB 350 5,90 b (34,81) PB 350 1,25 a (1,56)
PC 119 3,60 a (12,96) PC 119 7,67 c (58,83) PC 119 7,27 d (52,85)
PR 255 6,63 c (43,96) PR 255 0,30 a (0,09) PR 255 0,76 a (0,58)

CVT 37,25 CVT 37,25 CVT 37,25

Nota: (1) CVT: coeficiente de variacdo dos dados transformados em Raiz quadrada - SQRT (Y)

(2) Valores seguidos seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem entre si, pelo teste Scott Knott 5%.
(3)Valores entre parénteses representam os dados ndo convertidos em Raiz quadrada
Fonte: Préprio autor.
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Tabela 7 - Porcentagem de area foliar lesionada 6 dias apds a inoculagdo de

Colletotrichum sp. em foliolos de seringueira.

Isolados
CH 93 CH 102 CH 130

Clone Lesédo (%) Clone Lesé&o (%) Clone Lesé&o (%)
IAC 500 9,75 ¢ (95,06) IAC 500 9,02 d (81,36) IAC 500 8,15 c (66,42)
IAC 502 9,89 ¢ (97,81) IAC 502 8,87 ¢ (78,68) IAC 502 5,88 b (34,57)
IAC 503 8,97 ¢ (80,46) IAC 503 6,55 ¢ (42,90) IAC 503 8,74 ¢ (76,39)
IAC 505 9,48 c (89,87) IAC 505 5,85 b (34,22) IAC 505 5,99 b (35,88)
IAC 507 3,94 a (15,52) IAC 507 7,36 ¢ (54,17) IAC 507 4,43 a (19,62)
IAC 511 7,84 b (61,47) IAC 511 7,76 b (60,22) IAC 511 8,24 ¢ (67,90)
IRCA 109 9,75 c (95,06) IRCA 109 9,64 d (92,93) IRCA109 8,74 ¢ (76,91)
IRCA 111 10,00 c (100) IRCA 111 10,00 e (100) IRCA 111 10,00 d (100)
IRCA 317 10,00 ¢ (100) IRCA 317 8,59 d (73,79) IRCA317 8,77 ¢ (76,91)
IRCA 840 9,53 ¢ (90,82) IRCA 840 8,61d (74,13) IRCA840  9,62d (92,54)
GT1 9,81 c (96,24) GT1 8,06 d (64,96) GT1 7,01 b (49,14)
RRIM 600 10,00 c (100) RRIM 600 9,80 e (96,04) RRIM 600 9,92 d (98,41)
RRIM 728 9,49 c (90,06) RRIM 728 10,00 e (100) RRIM 728  9,38d (87,98)
RRIM 937 9,31 c (86,68) RRIM 937 6,20 b (38,44) RRIM 937 5,31 a (28,20)
PB 217 10,00 c (100) PB 217 10,00 e (100) PB 217 8, 33 ¢ (69,39)
PB 235 8,85 ¢ (78,32) PB 235 4,70 a (22,09) PB 235 9,76 d (95,26)
PB 311 7,47 b (55,80) PB 311 9,09 d (82,63) PB 311 10,00 d (100)
PB 350 9,33 ¢ (87,05) PB 350 10,00 e (100) PB 350 9,14 d (83,54)
PC 119 10,00 c (100) PC 119 10,00 e (100) PC 119 7,60 c (57,76)
PR 255 10,00 c (100) PR 255 5,84 b (34,11) PR 255 5,34 a (28,52)

CVT 8,38 CVT 8,38 CVT 8,38

Nota: (1) CVT: coeficiente de variacdo dos dados transformados em Raiz quadrada - SQRT (YY)
(2) Valores seguidos pelas mesmas letras, ndo diferem entre si, pelo teste Scott Knott 5%.
(3)Valores entre parénteses representam os dados ndo convertidos em Raiz quadrada

Fonte: Préprio autor

As figuras 1 e 2 exemplificam a diferenca de agressividade entre clones aos 3 e 6 dias.



Figura 14 - Diferenca de sintomas entre os Figura 15 - Diferenca de sintomas entre os
clones (1) IAC 507, (2) IAC 511 (2) e (3) PC  clones (1) IAC 507, (2) RRIM 937, (3) PC
217 no terceiro dia de avaliagdo. 119, no sexto dia de avaliagdo

3

Fonte: Préprio autor Fonte: Préprio autor
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No terceiro dia de avaliagdo o clone IAC 507 foi o que mais se destacou em termos
de resisténcia a doenca, nao apresentando sintomas quando inoculado com os isolados
CH 93 e CH 130 e exibindo poucos sintomas quando inoculado com o isolado CH 102,
nao diferindo estatisticamente do melhor clone dentro desse tratamento, IAC 502, que
por sua vez também ndo apresentou sintomas com a inoculagédo de dois isolados, CH
102 e CH 130.

O clone IRCA 111 foi o que mais exibiu sintomas da doenca nesse periodo,
estando entre os com maior porcentagem de area lesionada estatisticamente em todos
os isolados. Outros clones que apresentaram alta porcentagem de area lesionada foram
IRCA 840 e IRCA 317.

Na avaliacao realizada seis dias apos a inoculacéo o clone IAC 507 continuou com
o melhor desempenho entre os isolados CH 93 e CH 130, porém dentro do isolado CH
102 ele diferiu estatisticamente dos isolados que exibiram menos sintomas e figurou
apenas no terceiro grupo estatistico, o pior desempenho dentro desse isolado ja havia
sido indicado na avaliacdo de trés dias, porém ainda ndo havia diferenca estatistica. O
clone IAC 502, por outro lado, ndo se manteve entre 0s materiais resistentes em nenhum
dos isolados, demonstrando queda no potencial de resisténcia com o passar do tempo.
Os clones que RRIM 937 e IAC 505, no geral, apresentaram capacidade de resisténcia
um pouco acima da média.

Entre os clones mais suscetiveis apds seis dias, € possivel destacar IRCA 111 e
RRIM 600, que figuraram nos piores grupos estatisticos em todos os isolados. Neste caso
é importante salientar que o clone RRIM 600 é o mais plantado em todo o Estado de S&o
Paulo.

A progresséao da doenca entre as avaliagdes indica que a resisténcia dos clones é
horizontal, j& que a presenca da doenca nao foi inibida e sim reduzida em determinados
clones. Portanto, no futuro, pretende-se realizar um experimento com mudas para que
todo o aparato bioquimico da planta esteja preservado e seja possivel analisar a
resisténcia de maneira mais precisa.

Em relacdo a agressividade dos isolados houve diferenca significativa na

agressividade dos mesmos na avaliacdo realizada apos seis dias. Os dados apontam
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que o isolado CH 93, pertencente a espécie C. siamense é 0 mais agressivo que 0s outros
isolados que pertencem a espécie C. acutatum (Tabela 3), levando a uma reacao
diferenciada de cada clone testado, por exemplo, o clone PR255 se mostrou resistente
ao isolado CH102 e suscetivel ao isolado CH93 (Figura 1). Saha et al. (2002), também
observaram diferencas na agressividade de isolados de Colletotrichum em seringueira.
Além da agressividade, os autores também concluiram que a morfologia dos sintomas
era distinta entre as espécies, com C. acutatum provocando pontos salientes nas folhas
e C. gloeosporioides causando sintomas de antracnose e lesbes semelhantes a papel.
Hunupolagama et al. (2017) também constataram diferencas na agressividade de
isolados de Colletotrichum em folhas de seringueira, em experimento em conduzido no
Sri-Lanka. Nesse caso, C. nymphaeae foi mais agressivo em relagéo a C. simmondsii, C.
acutatum, C. laticiphilum e C. citri.

Tabela 8 - Porcentagem de lesdo causada pelos isolados CH 93, CH 102 e CH 130, 6

dias apds a inoculacao dos mesmos em foliolos de seringueira.

Isolado Lesé&o (%)
CH 93 81,41b
CH 102 69,15 a
CH 130 67,64 a
Ccv 15,79

Nota: (1) As médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem entre si, pelo teste Scott Knott 5%.
Fonte: Préprio autor.

A diferenca na agressividade de isolados em relacdo a diferentes clones foi
constatada por Santos (2018), a autora observou que as lesGes provocadas por um
isolado pertencente a espécie C. gloeosporoides foram maiores em relacdo a dois
isolados de C. acutatum e um de C. boninense, porém a agressividade dos isolados
também diferiu em relagdo aos clones testados. O clone Fx 3865, por exemplo,
apresentou maior resisténcia a C. gloeosporoides enquanto foi mais suscetivel a C.
acutatum e C. boninense em relagdo a outros 10 clones testados no trabalho. Esse
resultado corrobora com os dados obtidos neste experimento, ja que o isolado mais
agressivo, CH 93, pertence ao complexo C. gloeosporoides enquanto CH 102 e CH 130

pertencem ao complexo C. acutatum.
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Devido a essa variabilidade genética do patdgeno é necesséria a correta
identificacdo dos isolados para correta adogdo de medidas de controle (TAO, HYDE e
CAl, 2012). Além disso processos de selecdo de clones para plantio comercial de
seringueira devem contemplar a capacidade de resisténcia do material a antracnose,
atentando-se a diferenca de cada clone a um determinado isolado de uma regido ou
espécie (SARMIENTO, 2013).

Freeman et al. (2000) constaram que a similaridade entre os isolados pertencentes
ao grupo C. acutatum € maior que a existente no grupo C. gloeosporoides, que apresenta
maior variabilidade genética, o que pode tornar o controle de espécies desse grupo mais
dificil devido a variabilidade genética.

Devido a esses fatores é necessaria a caracterizacdo dos isolados presentes na
area onde o plantio sera realizado, para uma correta recomendacdo do clone a ser

implantado.

3.3.2 Avaliagéo dos clones em jardim clonal

A avaliacdo em jardim clonal mostra uma inversdo dos clones que mostraram
resistentes em inoculagces no laboratério (Tabela 4). Por exemplo, o clone RRIM 600,
que se mostrou altamente suscetivel a antracnose em laboratdrio ndo exibiu sintomas
nos foliolos encontrados no jardim clonal. Os clones RRIM 937 e RRIM 728,
apresentaram situacao oposta ao RRIM 600, pois exibiram a maior porcentagem de area
foliar lesionada com sintomas de antracnose. Porém foi observado que alguns clones,
como o PC 119, apresentaram maior area foliar atacada, tanto em laboratério quanto em

campo.
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Tabela 9 - Porcentagem de é&rea foliar com sintomas de antracnose de foliolos de
diferentes clones de seringueira coletados em jardim clonal no municipio de Votuporanga-
SP

Clone Lesédo (%)
IAC 507 Oa
RRIM 600 O0a
PC 119 Oa
PR 255 0,51a
IAC 502 0,6a
PB 311 1,08 a
PB 217 1,37 a
IAC 505 1,7a
IRCA 111 2,18 a
GT1 2,75a
PB 350 4,08 b
IRCA 317 4,24 b
IAC 500 496 b
IAC 511 5,61b
PB 235 6,83 ¢
IRCA 109 7,85¢
RRIM 937 9,18 c
RRIM 728 9,31c
CcVv 126,29

Nota: (1) As médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem entre si, pelo teste Scott Knott 5%.
Fonte: Préprio autor

Estes resultados podem ser explicados pelo fato das amostras coletadas estarem
com alta infestacéo de crosta negra (Rosenscheldiella heveae e Phyllachora ruberi) o que
pode ter mascarado ou inibido a presenca de sintomas de antracnose. Outro fator a ser
considerado nesta avaliacdo é que as condicdes ambientais do periodo de coleta ndo

eram favoraveis o desenvolvimento do Colletotrichum no campo.
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O periodo de 15 dias que antecedeu a coleta apresentou apenas 5 mm de
precipitacdo acumulada, temperatura média em torno dos 22 °C, enquanto a umidade
relativa do ar ndo chegou aos 90% em nenhum dia durante esse periodo, tendo
ultrapassado os 80% em apenas dois dias no periodo segundo dados do Instituto
Nacional de Meteorologia — INMET, aferidos na estacdo de Votuporanga-SP. Essas
condicdes diferem das condicdes favoraveis ao patdgeno em campo segundo Gasparotto
(2012), que indica maior severidade da doenca em umidades relativas do ar superiores
a 90% durante 13 horas do dia e temperatura ideal de desenvolvimento inferior a 21°C.
Outro fator relacionado as condi¢fes climéticas que pode ter contribuido para a baixa
presenca da doenca é a auséncia de chuva, que e um dos principais meios de
disseminacéao do patogeno.

Ainda em relacao a presenca da doenca no campo, € necessario estudar o periodo
de laténcia dos isolados de Colletotrichum em seringueira, jA que o patégeno
possivelmente encontrava-se na area, porém devido as condicbes climaticas
desfavoraveis ndo havia sintomas da doenca.

As condi¢des ambientais também influenciaram o comportamento do clone RRIM
937. Em situacado de campo, o clone ndo apresentou sintomas de antracnose nas folhas,
porém em jardim clonal ele foi atacado pela doenca. Possivelmente essa dindmica deve-
se ao fato de um maior adensamento de plantas no jardim clonal, o que leva a uma maior
umidade relativa do ar e, consequentemente, gera condicbes favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Além disso, esse foi 0 Unico dos clones coletados em campo
em que nao se mostrou sintomas de crosta negra.

As condicBes ambientais, juntamente a variabilidade genética das espécies de
Colletotrichum causadoras da doenca devem ser observadas em conjunto nos estudos
de resisténcia genética, pois como mostram os dados obtidos, ambas influenciardo no
potencial de tolerancia de diferentes clones a antracnose, e consequentemente afetarao
a severidade da doenca e a quantidade de desfolha promovida pela mesma, ja que a
gueda de folhas reduzem o potencial fotossintético da planta e consequentemente a
producao de latex (SAHA et al., 2002).

A queda da produtividade de latex pela desfolha ja foi observada por Vieira, Gomes
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e Silva (2010). Esses autores constataram que a desfolha provocada pelos acaros
Calacarus heveae Feres e Tenuipalpus heveae Baker reduziu a producéo de latex entre
0s meses de de maio e agosto, sendo que os meses de julho e agosto apresentaram as
maiores reducdes de produtividade com 45,5% e 54,1%, respectivamente. Porém, os
autores ressaltam que a desfolha apenas provocou reducédo de produtividade em meses
de menor atividade fisiolégica das arvores, portanto é necessaria uma analise rigorosa
para determinar se a desfolha provocada por pragas ou doencas, entre elas a antracnose,
afetara significativamente a produtividade de latex.

O principal resultado obtido em termos de estudo de resisténcia foi a auséncia de
sintomas antracnose no clone IAC 507, que ja havia se mostrado 0 mais promissor no
ensaio de laboratoério, porém assim como ocorreu com RRIM 600, mostrou sintomas de

crosta negra neste periodo de coleta.

3.4 CONCLUSOES

Ha diferenca na resisténcia a antracnose entre diferentes clones de seringueira.

Os clone IAC 507 e IAC 502 demonstraram potencial genético de resisténcia para
0 manejo da antracnose da seringueira.

A agressividade de isolados de Colletotrichum coletados de plantas de seringueira

varia de acordo com o clone infectado.
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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.



