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Impacto potencial desta pesquisa

A crosta-negra, doenga foliar que acomete a seringueira (Hevea brasiliensis Muell.), foi
descrita inicialmente em 1899, na regido amazonica, tendo como agente causal o fungo
Phyllacora huberi. Em 1990 o fungo Rosenscheldiella heveae também foi associado a
doenca. A doenca se manifesta por meio de areas cloréticas acompanhadas de pontos
necroticas na face superior dos foliolos e por incrustragbes estromaticas dos patdégenos
na face inferior, que formam placas negras. Com o passar do tempo a doenga provoca
queda precoce de folhas e reducao da produtividade dos seringais. No Estado da Bahia
foram relatadas perdas de produtividade de até 38% em decorréncia da doenca, além
disso a crosta-negra tem sido observada com frequéncia em seringais do Estado Sao
Paulo, nas principais regides produtoras. A identificagdo dos agentes causais foi
realizada ha mais de trés décadas, porém sem a utilizacdo de ferramentas de biologia
molecular. Além disso, existem poucas informag¢des na literatura sobre a reacdo dos
clones mais utilizados no Brasil a esses patdgenos e acerca das condigdes climaticas
ideais para o desenvolvimento da doenca. O presente trabalho demonstrou que a doenga
pode estar relacionada a géneros de fungos ainda nao relatados como agentes causais
da crosta-negra, identificou clones com alto potencial produtivo que apresentam diferentes
graus de resisténcia a doenga e constatou que periodos de temperaturas amenas
antecedidos por precipitagdes pluviométricas favorecem a doenca. Todas essas
informacdes podem auxiliar os produtores de seringueira no manejo da doenga e
contribuir para melhorar o entendimento sobre a resisténcia genética e epidemiologia da

crosta-negra.

Potential Impact of this research

Black crust, a foliar disease that impacts the rubber tree (Hevea brasiliensis Muell.), was
first documented in 1899 in the Amazon region, with the fungus Phyllacora huberi
identified as the causative agent. In 1990, another fungus, Rosenscheldiella heveae, was
also associated with this disease. This disease presents itself with chlorotic areas and
necrotic spots on the upper surface of the leaflets. On the lower surface, there are stromal
incrustations of the pathogens that develop into black plaques. Over time, this disease
results in early leaf drop and decreases the productivity of rubber plantations. In Bahia, the
disease resulted in reported productivity losses of up to 38%. Additionally, black scab has
been frequently observed in rubber plantations in Sdo Paulo, a major producing

region..The identification of the causal agents occurred more than two decades ago, but it



was conducted without the use of molecular biology tools. Unfortunately, there is limited
information available in the literature regarding the response of the primary commercial
clones used in Brazil to these pathogens and the optimal climatic conditions for disease
development. The current study has shown that the disease could be linked to fungal
genera previously unreported as causal agents of black crust. It has also identified high-
productivity clones that exhibit varying degrees of resistance to the disease. Additionally,
the study found that periods of mild temperatures preceded by rainfall are conducive to
disease development. This information can be invaluable for rubber producers in
effectively managing the disease and can also contribute significantly to enhancing our

understanding of genetic resistance and the epidemiology of black crust.
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RESUMO

Crosta-negra € uma doenca foliar da seringueira (Hevea brasiliensis Muell.), cujo os
sintomas sdo a formagdo de placas negras com incrustagdes estromaticas dos
agentes causais na parte abaxial dos foliolos que sao refletidas através de areas
cloréticas e pontos necréticos na face adaxial dos tecidos afetados. O primeiro fungo
relacionado a crosta-negra foi Phyllacora huberi P. Henn., em 1899, na regiao
amazonica, posteriormente, em 1990, Rosenscheldiella heveae também foi relatado
como agente causal. Por ser considerada uma doenga secundaria durante as
ultimas décadas, existem poucos estudos acerca da taxonomia dos agentes causais
da doencga, epidemiologia e métodos de controle da crosta-negra. Atualmente nao
ha produtos registrados para o controle dessa enfermidade ou estudos acerca da
resisténcia dos clones comerciais mais utilizados no Brasil. O objetivo desse estudo
foi identificar fontes de resisténcia a crosta-negra, as condi¢cbes climaticas que
favorecem o desenvolvimento da doenga e avangar nos estudos relativos a
identificacdo dos agentes causais. Para isso, 21 clones de seringueira, implantados
em jardim clonal, foram avaliados durante dois anos, em oito avaliagbes. Em cada
avaliagcao foram coletados 45 foliolos de trés plantas diferentes do mesmo clone,
sendo que em cada planta eram retirados 15 foliolos do baixeiro, 15 do tergco médio
e 15 da copa da planta, totalizando 135 foliolos por clone em cada coleta. Os
foliolos foram entédo levados ao laboratorio, escaneados, e a porcentagem da area
foliar com sintomas de crosta-negra avaliada através do software Leaf Doctor. Os
resultados foram analisados por meio do teste Scott Knott a nivel de probabilidade
de 5%. Visando avaliar a influéncia climatica no desenvolvimento da doenga durante
o periodo de avaliagbes, as informagdes meteorolégicas da area do experimento,
Votuporanga-SP, foram coletadas de uma estagdo meteoroldgica presente no local..
A identificagdo do agente causal ocorreu a partir de isolamentos regides de tecidos
lesionadas de foliolos do clone RRIM 600. Apds os isolamentos, foram realizadas
analises morfolégicas por meio de microscopia otica e moleculares através do
sequenciamento parcial da regidao ITS-5.8S rDNA para determinar o género do
fungo. Além disso foram conduzidos testes de patogenicidade em casa de
vegetacdo com as fases sexuadas e assexuadas dos fungos isolados. Os clones
IAC300, IAC 418, IAC503, PB311 e RRIM600 apresentaram as maiores

porcentagens de area foliar com sintomas da doenga, enquanto IAC511 nao



apresentou lesdes e IAC301, IAC 411, IAC501, IAC507 e IRCA111 tiveram uma
baixa porcentagem de area foliar lesionada. Também foi constatado que a doenga
se manifesta com maior severidade em periodos com precipitagées pluviométricas
seguidas de temperaturas amenas. Em relagdo ao agente causal, o fungo
teleomorfico Davidiella sp. foi identificado como agente causal da crosta-negra. A

fase anamorfica do patégeno corresponde a Cladosporium sp.

Palavras-chave: Davidiella; Cladosporium; resisténcia clonal; epidemiologia.



ABSTRACT

Black crust is a foliar disease that affects the rubber tree (Hevea brasiliensis Muell.).
Its symptoms include the development of black plaques with stromal incrustations of
the causal agents on the abaxial side of the leaflets. These symptoms are reflected
through chlorotic areas and necrotic spots on the adaxial side of the affected leaflets.
The first fungus related to the disease was Phyllacora huberi P. Henn., in 1899, in
the Amazon region, later, in 1990, Rosenscheldiella heveae was also reported as the
causal agent of black crust. Over the past few decades, black crust has been
considered a secondary disease, and as a result, there has been limited research on
the taxonomy of the disease's causal agents, its epidemiology, and methods for its
control. Currently, there are no registered products for controlling this disease, and
there are also no studies on the resistance of the most commonly used commercial
clones in Brazil. The aim of this study was to identify sources of resistance to black
crust, determine the climatic conditions that promote disease development, and
make progress in research related to the identification of causal agents. To achieve
this goal, 21 rubber tree clones planted in a clonal garden were assessed over a
period of two years, with a total of eight evaluations conducted. During each
evaluation, 45 leaflets were gathered from three distinct plants of the same clone.
These leaflets included 15 from the bottom of the plant, 15 from the middle third, and
15 from the crown, resulting in a total of 135 leaflets collected per clone in each
sampling. Subsequently, the collected leaflets were transported to the laboratory,
where they were scanned, and the percentage of leaf area exhibiting black crust
symptoms was assessed using the Leaf Doctor software. The obtained results were
subjected to analysis using the Scott Knott test at a significance level of 5%. To
assess the climatic impact on disease development during the evaluation period,
meteorological data from the experiment area in Votuporanga-SP were collected
from an on-site meteorological station. The causal agent was identified through the
isolation of tissue regions from leaflets of the RRIM 600 clone. After the samples
were isolated, morphological analyses were performed using optical microscopy, and
molecular analyses were conducted by partially sequencing the ITS-5.8S rDNA
region to determine the fungus's genus. Furthermore, pathogenicity tests were
carried out in a greenhouse using the sexual and asexual phases of the isolated
fungi. Clones IAC300, IAC 418, IAC503, PB311, and RRIM600 exhibited the highest



percentages of leaf area with disease symptoms, while IAC511 displayed no lesions.
Additionally, IAC301, IAC411, IAC501, IAC507, and IRCA111 had a low percentage
of lesioned leaf area.. It was also found that the disease manifests itself more
severely in periods with rainfall followed by mild temperatures. Regarding the causal
agent, the teleomorphic fungus Davidiella sp. was identified as the causal agent of

black crust. The anamorphic phase of the pathogen corresponds to Cladosporium sp.

Keywords: Davidiella; Cladosporium; clonal resistance; epidemiology.
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INTRODUGCAO GERAL

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.), € uma espécie arborea
pertencente a familia Euphorbiaceae que tem como centro de origem a Amazénia
(Alvarenga, 2021). Esta espécie possui grande importancia econémica devido a
producao de latex, fonte de borracha natural que € matéria prima para produtos
como pneus e luvas cirurgicas (Alvarenga, 2021).

O Sudeste Asiatico concentra cerca de 90% da producgéo de borracha natural
mundial, sendo Indonésia, Vietna e Tailandia os principais paises produtores (FAO,
2022). Segundo o IBGE a area de seringais no Brasil em 2021 era de 177,8 mil
hectares com uma producao de borracha natural de 399,8 mil toneladas. Em 2021 a
producéo brasileira foi suficiente para atender 49% da necessidade do mercado
nacional, sendo o restante importado (Brisolara; Barros; Amaral, 2023).

No Brasil, a area de seringais aumentou 84% entre 2003 e 2021 e atualmente
o Estado de Sao Paulo concentra cerca de 70% da producao nacional de borracha
natural (Brisolara; Barros; Amaral, 2023). Dentro do territério brasileiro, a seringueira
€ cultivada em 17 estados, desde a regiao Norte até o norte do Estado do Parana
(Gasparotto et al., 2012). A heveicultura é responsavel por cerca de 80 mil empregos
no Brasil, sendo que a cultura gera um posto de trabalho para cada 3,5 hectares
cultivados, além disso os seringais possuem importancia ambiental e proporcionam
qualidade de vida aos produtores por meio da geracao de renda (Scaloppi Junior;
Freitas; Gongalves, 2015; Braga, 2016).

Apesar de ser uma cultura em franca expansao, o preco da borracha natural &
muito varidvel e em alguns anos produtores podem ter sua margem de lucro
reduzida (Brisolara; Barros; Amaral, 2023). Além da variagdo do preco, outros
fatores podem reduzir a produtividade e consequentemente a rentabilidade dos
produtores, entre eles estdo os problemas fitossanitarios.

Doencas foliares como o mal-das-folhas, a antracnose, o oidio € a mancha
aureolada, que tem como agentes causais Pseudocercospora ulei, Colletotrichum
ssp., Oidium heveae e Rhizoctonia solani, respectivamente, estdo entre os fatores
que reduzem a produtividade dos seringais. Nos ultimos anos, uma outra doenca

foliar, a crosta-negra, passou a acometer os seringais de forma expressiva.
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Na literatura, os fungos Phyllachora huberi e Rosenscheldiella heveae sao
associados a doenga. P. huberi foi descrito como patégeno de seringueira por P.
Henn em ,1899, na regido amazonica, e R. heveae por Junqueira e Bezerra (1990).
(Stradioto Papa et al., 2013; Gongalves; Goes, 2017). Porém, nesses trabalhos séo
utilizadas apenas observagdées morfoldgicas.

A manifestagdo mais significativa da crosta-negra passou a ocorrer devido as
mudancas climaticas e fatores como expansdo dos seringais para diferentes
localidades com diferentes condi¢cbes ambientais, com isso essa enfermidade
passou a causar prejuizos devido a queda precoce das folhas, fato que pode reduzir
em até 38% a producdo de borracha (Stradioto Papa et al., 2013; Gongalves; Goes,
2017; Virgens Filho et al., 2022).

Os sintomas da doenca sao expressos através de areas clordticas e
pontuacdes necroticas da face adaxial dos foliolos, que sdo acompanhadas pela
presenca de placas negras circulares na face abaxial dos foliolos. Nessas placas
estdo presentes incrustagdes estromaticas que contém estruturas reprodutivas dos
agentes causais (Gasparotto et al., 2012; Gomes et al., 2023). A ocorréncia da
crosta-negra facilita a entrada de outros patégenos, como Colletotrichum, devido as
fissuras provocadas pelas placas negras secas no tecido foliar (Bezerra, 2020;
Gasparotto et al., 2012).

Diversos paises da América do Sul como Venezuela, Trinidad, Colémbia,
Bolivia, Peru e Suriname possuem relatos da doenga (Sterling; Rodriguez, 2018).

No Brasil, ela era frequentemente encontrada no Acre, Amapa, Amazonas,
Para, Rondénia e Mato Grosso, porém em 2011 a crosta-negra foi registrada em
S&o Paulo, na Regido de Tupa. Em seguida, no ano de 2012, ela foi observada, em
muitas areas, nas regides de Votuporanga, Barretos e Sdo José Do Rio Preto
(Gongalves; Goes, 2017). Na Bahia a crosta-negra € apontada como uma das
causas da queda precoce de folhas da seringueira, levando a perdas de
produtividade de até 38% (Virgens Filho et al., 2022).

Os novos relatos da doengca no campo trazem a necessidade de novos
estudos sobre a identificagdo do(s) agente(s) causal(is) e da busca de alternativas

para 0 manejo da crosta-negra. Atualmente, ndo ha fungicidas registrados para o
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controle dessa doencga no Brasil (Agrofit, 2023) e nem estudos de resisténcia com os
clones mais cultivados no pais.

Devido a esses fatores, essa pesquisa teve como objetivo avancar na
caracterizagao de fungos associados a crosta-negra da seringueira, buscar fontes de
resisténcia em clones comercias e analisar a influéncia das condi¢cbes climaticas no

desenvolvimento da doenca.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As informacgdes obtidas nos dois capitulos demonstram que:

A utilizagao de clones resistentes € uma alternativa para o controle da crosta
negra;

O fungo Davidiella sp., em sua fase teleomorfica, foi associado a crosta negra
pela primeira vez;

Ambos os pontos s&do importantes para o desenvolvimento de estudos
voltados para etiologia e controle da crosta negra.
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