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RESUMO

A seringueira (Hevea brasiliensis Miell. Arg.) é a cultura que produz a matéria prima
da borracha natural, fato que faz que ela represente uma importancia econdémica e
social dentro e fora do territorio nacional. Os seringais sdo acometidos por uma
diversidade de doencas e a ocorréncia da crosta negra, vem gerando preocupacoes
para os heveicultores. Esta doenca € associada aos fungos Phyllachora huberi e
Rosenscheldiella heveae, informacgOes atualizadas que visem determinar quais
espécies de Phyllachora e Rosenscheldiella ocorrem e quais prevalecem nas
principais regidées produtoras de seringueira e que caracterizem as populacdes do
patbgeno sdo importantes para o pais. Assim, este trabalho tem como objetivo
identificar e caracterizar espécies de fungos associados a crosta negra da
seringueira em diferentes Estados brasileiros. Para isso, foram realizadas analises
filogenéticas, utilizando sequéncias parciais da regidao do ITS-5.8S rDNA, da a-
elongase, da actina e da B-tubulina dos isolados coletados, também foi realizado a
caracterizacdo patogénica através da inoculacéo dos isolados obtidos em mudas do
clone RRIM600. Através das andlises filogenéticas observamos o predominio e
diversidade genética dentro do género Cladosporium, nenhum dos isolados foram
identificados como Phyllachora huberi. Nos testes de patogenicidade observamos
que alguns dos isolados demonstram rapida evolucdo dos sintomas. Essas
informagdes contribuem para o entendimento da epidemiologia da doenca e podem

auxiliar no seu manejo de controle no campo.

Palavras — Chaves: Hevea brasiliensis Mduell; Arg; analise filogenética;

patogenecidade.



ABSTRACT

The rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) is the crop that produces the raw
material for natural rubber, a fact that makes it represent an economic and social
importance inside and outside the national territory. Rubber plantations are affected
by a variety of diseases and the occurrence of black crust has been raising concerns
for rubber farmers. This disease is associated with the fungi Phyllachora huberi and
Rosenscheldiella heveae, updated information aimed at determining which species of
Phyllachora and Rosenscheldiella occur and which prevail in the main rubber tree
producing regions and which characterize the pathogen populations are important for
the country. Thus, this work aims to identify and characterize species of fungi
associated with black scab of rubber trees in different Brazilian states. For this,
phylogenetic analyzes were carried out, using partial sequences from the region of
ITS-5.8S rDNA, a-elongase, actin and B-tubulin of the collected isolates, as well as
the pathogenic characterization through the inoculation of the isolates obtained from
seedlings. from the RRIM600 clone. Through phylogenetic analysis we observed the
predominance and genetic diversity within the genus Cladosporium, none of the
isolates were identified as Phyllachora huberi. In the pathogenicity tests, we
observed that some of the isolates showed a rapid evolution of symptoms. This
information contributes to the understanding of the epidemiology of the disease and

can help in its control management in the field.

Keywords: Hevea brasiliensis Miell; Arg; phylogenetic analysis; pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) possui grande importancia
econdmica devido a producdo de latex, que é usada como matéria prima para a
industria, em diversos segmentos, como 0 da industria automobilistica, de calcados,
adesivos e da area médica (SIERRA-HAYER, 2014; SCALOPPI JUNIOR, 2015). O
setor, que emprega uma pessoa por quatro hectares, € responsavel pela geracédo de
cerca de 80 mil postos de trabalho no pais, o que indica a importancia da cultura no
aspecto social, ambiental e para seguranca e qualidade de vida dos produtores
(SCALOPPI JUNIOR, 2015; BRAGA, 2016).

Mesmo apresentando grande importancia e sendo uma cultura de origem
nacional, nosso pais é dependente da importacdo da borracha natural (SCALOPPI
JUNIOR, 2015), isso se deve pela falta de incentivo publico trabalhando lado a lado
com produtores e pelo no clima que é favoravel a ocorréncia de doencas, que nao
acomete seringais de outros paises.

Uma dela que vem se destacando nos ultimos anos € a crosta negra, devido
seu ataque as folhas os prejuizos gerados pela mesma vém aumentando e gerando
preocupacdes (GONCALVES; GOES. 2017). Na América do Sul, além do Brasil,
esta doenca ja foi relatada na Venezuela, Trinidad, Colémbia, Bolivia, Peru e
Suriname (STERLING; RODRIGUEZ, 2018). No Brasil ela era frequentemente
encontrada no Acre, Amapa, Amazonas, Para, Ronddnia e Mao 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 na regido de Votuporanga e em 2017, muitas
areas, em diferentes regiées foram atacadas pela doenca. Segundo Goncalves e
Goes (2017) foram relatados casos em: Palestina, Olimpia, Barretos, Colémbia,
Colina, Guaraci, Guaira, S&o José do Rio Preto, Paulo de Faria, Tanabi, Bebedouro,
Balsamo, José Bonifacio, Ipigua, Mirassolandia, Mendonca.

Antes da expansdo do plantio de seringueiras, a queda das folhas com
sintomas de crosta negra, era atribuida a senescéncia natural da planta do que ao
patdbgeno. Apdés a década de 1980, com o0 aumento cultivo da seringueira,
explorando diferentes condicbes ecologicas, o patdogeno se disseminou e 0s
sintomas vistos no campo se tornaram mais frequentes. Estudos realizados com o

clone IAN717 com sete anos de idade, na regidao de Manaus (AM), mostram que a
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doenca completa seu ciclo dois a trés meses apos a troca de folhas da planta e que
ainda ela pode causar uma desfolha nos periodos chuvosos, o que leva a planta a
emitir novas folhas em épocas com condi¢cdes favoraveis a ocorréncia de outras

doencgas como mal das folhas e antracnose (GASPAROTO et al., 2012).

Esta doenca pode ser causadas por dois fungos fungo Phyllachora huberi
faz parte da familia Phyllachoraceae composta por fungos biotréficos (PEARCE et
al., 1999). O numero de géneros reconhecidos nessa familia € muito discutido,
sendo que  atualmente, Phyllachoraceae = compreende 59  géneros
(MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2015; MARDONES et al, 2017). E
Rosenscheldiella heveae que € atualmente aceito como membro da familia
Mycosphaerellaceae (WIJAYAWARDENE et al., 2014). Membros desta familia séo
capazes de colonizar diversos nichos e variam no estilo de vida, podendo ser de
patdgenos a endofitos, saprébios e epifitas. A fim de facilitar invasdo no hospedeiro,
algumas espécies de fungos dessa familia sdo conhecidas por produzir toxinas que
suprimem as respostas de defesa do hospedeiro, facilitando seu crescimento (DE
WIT, 2016).

Assim como a familia Phyllachoraceae, a familia Mycosphaerellaceae possui
grupos polifiléticos, pois a identificacdo dos individuos era baseada em dados
morfolégicos. Esses fungos representam um grupo heterogéneo muito grande para
0s quais os trabalhos existentes precisam ser revisados e as espécies redefinidas
caso necessario (BRAUN et. al., 2015; VIDEIRA et al., 2017). Isso levou a existéncia
poucas sequéncias presentes no GenBank para estudos comparativos, sendo que a
maioria das espécies estudadas possuem apenas dados da regido ITS. Isso indica a
instabilidade taxondmica ainda presente nas ambas as familias (DAYARATHNE et
al., 2017).

Trabalhos relacionados ao controle da crosta negra em seringueira sao
escassos. Ndo ha produtos quimicos registrados para o controle desta doenca
nessa cultura no Brasil (BRASIL, 2022). O uso de materiais resistentes seria a
melhor alternativa para manejo da crosta negra. Guen Seguin e Mattos (2000),
avaliaram 200 clones quanto a resisténcia a crosta negra no campo. Segundo estes
autores, 42 clones se mostraram resistentes, sendo eles derivados de H. brasiliensis,
H. benthamiana. Porém, os autores relatam que alguns materiais resistentes se se

tornavam suscetiveis durante o periodo de avaliacdo. Esta variacdo na reacdo a
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doenca, segundo os autores, isso se deu devido a interacdo do genotipo com o
ambiente. Monitoramentos do desenvolvimento dos sintomas de crosta negra em 16
clones por pelo menos trés anos na Guiana Francesa (GUEN; SEGUIN; MATTOS,
2000), mostraram que ha variacdo da resisténcia do clone conforme o local do
plantio, pois os clones IRCA 519 e RO 38, que demonstraram resisténcia a crosta

negra no Mato Grosso, foram suscetiveis na Guiana Francesa.

Com essa escassez de conhecimento genético sobre os agentes causais
desta doenca gera uma lacuna sobre o conhecimento dela, isso implica em uma
dificuldade no reconhecimento etiologico e epidemiolégico da crosta negra e

conseguentemente no manejo do seu controle dentro e fora do campo.
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2 OBJETIVOS

21 GERAIS

a. Realizar a coleta e identificacdo dos fungos associados a crosta negra nos

principais Estados produtores de seringueira do Brasil,

2.2 ESPECIFICOS

a. Realizar o levantamento amostral, por meio de visitas, coleta de materiais com
sintomas tipicos da crosta negra e isolamento dos agentes causais, em
seringais, viveiros e jardins clonais localizados em diferentes Estados do
Brasil;

b. Caracterizar e identificar os isolados Phyllachora sp. e Rosenscheldiella sp.,

por meio da avaliacdo de caracteristicas genéticas e patogénicas;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A SERINGUEIRA (HEVEA BRASILIENSIS)

A familia Euphorbiaceae é a quarta maior familia em numero de espécies e
uma das mais complexas e diversificadas das Magnoliopsida, com
aproximadamente 317 géneros e mais de 6000 espécies (PRITCHARD, 2003). As
Euphorbiaceae é uma das familias mais importantes economicamente e s&o
bastante utilizadas para materiais, alimentacdo e na medicina popular (SECCO et
al., 2012).

O género Hevea, pertencente a familia das Euphorbiaceae, tem origem na
regido amazodnica e constitui um tadxon bem definido, suas folhas sdo compostas e
trifoliadas o que permite sua facil identificacdo (RAMAER, 1935). Dentro do género a
espécie Hevea brasiliensis (Willd. Ex. A. de. Juss. Miull-Arg.), conhecida por
seringueira, se destaca por ser a principal fonte de producao e extracédo de borracha
natural (NAWAMAWAT et al., 2011). E uma espécie decidua, perene, com
crescimento ritmico e ortotrépico, pode atingir 30 metros de altura e um perimetro de
mais de 3 metros em espécies nativas (VAYSSE et al., 2012). Devido as
caracteristicas dessa matéria-prima, como elasticidade, flexibilidade, resisténcia a
brasdo e a corrosdo, impermeabilidade e facil adeséo a tecidos e ao ago, a torna
insubstituivel (ALVARENGA, 2021)

Por ser a matéria prima da borracha natural, despertou-se o interesse por sua
domesticacao, que se iniciou em 1876, onde o inglés Henry Wickham enviou 70.000
sementes retiradas da regido do Rio Tapajés localizado na cidade de Santarém no
Estado do Para, para o Jardim Botanico Kew Gardens na Inglaterra
(PRIYADARSHAN; CLEMENT-DEMANGE, 2004; CLEMENT-DEMANGE et al.,
2007). As sementes que germinaram foram enviadas para o Sri Lanka e Cingapura,
essa domesticagao resultou em um aumento gradual de borracha partindo de 650
kg/ha, de mudas néo selecionadas, em 1920, para 1.600 kg/ha nos melhores clones
em 1950. Nos anos de 1990, a produtividade aumentou para 2.500 kg/ha em alguns
cultivos comerciais (PRIYADARSHAN; CLEMENT-DEMANGE, 2004).

Segundo GONGCALVES et al. (1990), a domesticacdo da espécie ocorreu em
seis etapas distintas: i) retirada da espécie do ambiente nativo; ii) aperfeicoamento
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do sistema de extracdo; iii) fixacdo genética da espécie obtida pelo sistema de
enxertia; iv) propagacao desses clones obtidos pelos hibridos superiores; v) a
descoberta e desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a pragas e Vi)
utilizacdo de estimulantes para aumentar o volume da produgéao.

Juntamente com a domesticacdo o desenvolvimento de novos clones foi e
continua sendo amplamente pesquisado com objetivo de selecionar clones
produtivos e resistentes a pragas e doencgas, principalmente o Microcyclus ulei que é
0 agente causal do mal das folhas que é a principal doenca que atinge a seringueira
e foi responsavel pela devastacdo de diversas tentativas do plantio de Hevea,
(SENA, 2008). Antigamente o tempo para o desenvolvimento de um clone era em
média de 30 anos, hoje com o avanco das técnicas de melhoramento genético esse
tempo pode ser reduzido pela metade. Atualmente, o RRIM 600, um clone
secundario, originalmente desenvolvido a partir dos clones Tijr 1 e PB 86, é o clone
mais plantado no mundo (PRIYADARSHAN, 2017).

3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

A seringueira € a cultura responsavel por produzir um dos principais
commodity agricola, a borracha natural € matéria prima utilizada na producdo de
mais de 50 mil produtos, que incluem materiais médico-hospitalares, preservativos,
calcados, roupas, pneus, pecas automotivas, pisos, manta asfaltica, utensilios
domésticos, brinquedos, méveis, material bélico e muitos outros. Esses produtos séo
essenciais ao nosso cotidiano. (BRAGA, 2015; ALVARENGA, 2020).

A seringueira demora sete anos para comecgar a produzir, isso desestimula o
cultivo desta cultura, mas temos a opc¢éao de utiliza-la como cultura principal atrelado
ao cultivo em consdrcio com culturas complementares como o café, cacau, mamao,
abacaxi, arroz, feijdo, soja, hortalicas, entre diversas outras, como alternativa de
renda para os produtores em periodos de baixa ou de nenhuma extracdo do latex
(ALVARENGA, 2020).

A cultura da seringueira promove impactos econbmicos e sociais
extremamente positivos para o agronegécio brasileiro. Com um manejo adequado o
seringal pode apresentar um melhor desempenho, com isso proporciona uma

rentabilidade atrativa ao agricultor, € uma atividade adequada a pequena producéo e
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a agricultura familiar, fixando populacdes no meio rural, além disso um seringal pode
ter uma vida util que ultrapassa os 50 anos. No Estado de Sao Paulo foi relato
propriedades onde a cultura possui uma rentabilidade superior a do gado de corte.
Dependendo do manejo é uma cultura que tem possibilidade de produzir
praticamente o ano todo, conseguindo-se extrair o latex durante 11 meses do ano,
dependendo até 12 meses. (ALVARENGA,2020.)

Mantendo as técnicas adequadas de manejo do plantio, sua producdo de
latex pode durar 30 anos. Sua madeira também pode ser aproveitada, gerando
renda para renovacdo do seringal. (NETO, GUGLIELMETTI, 2012). A seringueira
desempenha um papel positivo no aspecto ambiental, sendo eficiente na estocagem
de carbono, contribuindo para o cumprimento das metas brasileiras de reducao de
emissao de carbono, estipuladas por acordos internacionais. Também desempenha
resultados satisfatério em @areas degradadas, podendo ser utilizada para
recuperacado de solos degradados. (BRAGA, 2015, ALVARENGA,2020).

3.3 CROSTA NEGRA

A maioria das pesquisas das doencas que acometem a seringueira no Brasil
sdo voltadas para o mal-das-folhas, causado pelo Microcyclus ulei. Entretanto, a
crosta-negra foi a primeira doenca da seringueira relatada na Amazonia, em 1899,
por Jacques Hubber (DANTAS, 1947). Essa doenca ocorre no Brasil, Venezuela,
Colémbia, Bolivia, Peru e Suriname (CHEE; WASTIE, 1980). Essa doenca é
acomete seringais adultos. A doenca e o patdogeno tém desenvolvimento anual e
possui ligacdo a fenologia da seringueira, afetando constantemente a folhagem
madura ou velha.

Acreditava-se que a queda das folhas maduras, amarelecidas e com sintomas
da crosta-negra, durante os meses apos o0 reenfolhamento, ocorreria devido
senescéncia natural do que a acdo do patdgeno, devido isso essa doenca era
considerada uma doenca de pouca importancia (CHEE; WASTIE, 1980;
(GASPATOTTO et al.,1984c).

Experimentos realizados com o clone IAN 717 com sete anos de idade, com o
objetivo de observar o progresso da doenca, em Manaus, AM, demonstraram que 0

desenvolvimento completo da doenca ocorreu dois a trés meses apos a troca anual
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das folhas e posteriormente, observou-se a queda gradativa das folhas nos trés a
qguatro meses subsequentes, ocorrendo a reposi¢cao dessas em meados ou no final
do periodo chuvoso. Nesse estudo, o seringal teve duas reposicdes foliares, uma
normal no periodo de estiagem, e outra, anormal em meados ou no final do periodo
chuvoso. Nessa ultima reposicdo foliar, promovida pela crosta negra, as folhas
repostas surgiram em época favoravel de desenvolvimento de outras doencas

causadas por Microcyclus ulei e C. gloeosporioides (GASPATOTTO et al.,1997).

3.4 SINTOMATOLOGIA

Os primeiros sintomas da crosta-negra ocorrem nos foliolos maduros. O
desenvolvimento da doenca € lento, com o desenvolvimento dos foliolos, se
observam placas circulares negras, constituidas de estromas do fungo na face
abaxial (inferior), que se localizam na nervura dos foliolos. Outro tipo de sintoma que
se observa é o surgimento de areas cloréticas circundadas por tecidos esverdeados
na face adaxial (JUNQUEIRA; BEZERRA, 1990; GASPAROTTO; PEREIRA, 2012)

No inicio do desenvolvimento da doenca, na face abaxial, se observa a
presenca de manchas circulares escuras. Nas partes correspondentes a cada
crosta, € observado o desenvolvimento de uma mancha circular clorética na face
adaxial (superior) do limbo foliar. Quando ocorre invasao por outros fungos como o
Colletotrichum sp. e Fusarium sp. surgem areas necroéticas em torno da crosta em
ambas as epidermes (FURTADO; GASPAROTTO; PEREIRA, 2016).

A agressividade dos sintomas da crosta negra demonstra a prevaléncia desta
doenca nos danos causados as folhas. A ocorréncia da crosta negra pode se
confundir com outra doenca comum na seringueira, porém podemos diferencia-las
através da observacdo dos sintomas delas. Onde o sintoma de Colletotrichum sp.
agente causal da antracnhose se caracteriza pela presenca de manchas circulares
alaranjadas na face adaxial que apresentam aspereza com o leve passar da mao,
enquanto a crosta-negra se caracteriza pela presenca de crostas enegrecidas na
face abaxial que também séo &speras ao passar a mao. Sob condi¢cdes de ataque
do complexo crosta-negra, as seringueiras apresentam queda de folhas, reduzindo o
enfolhamento da copa a até 90% (FILHO et al., 2022).
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3.5 GENERO CLADOSPORIUM

Este género pertence a familia Cladosporiaceae, onde esta inserido no Filo
Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse
Dothideomycetidae, Ordem Capnodiales e Familia Cladosporiaceae (FREIRE,
2015).

Bensch et al. (2012) demonstraram dados mais atuais sobre esse género,
onde descreveram 169 espécies dentro desse género. Porém o cenario sobre essas
espécies ainda é vago devido a alta variabilidade morfolégica e a e a ocorréncia de
algumas espécies em uma grande diversidade de substratos. Outro fato que
reforcou essa dificuldade foi que todos os tipos de Hyphomycetes dematiaceos,
caracterizados pela presenca de conidios amero/fragmosporos formados em
cadeias acropetais foram atribuidos a Cladosporium, e sendo considerado pela
Comisséo Internacional para a Taxonomia de Fungos como um género que
necessita urgentemente de revisdo (BENSCH et al., 2012).

Todas as espécies do género Cladosporium sdo caracterizadas pela
producdo de conidios em cadeias acropetais que podem ser simpodiais ou,
frequentemente, ramificadas. Estes conidios possuem forma altamente variavel,
septados ou asseptados, podendo ser cilindricos, ovoides, fusiformes, limoniformes
ou elipsoides e formados em cadeia ou solitarios, sendo uma caracteristica que
auxilia na diferenciacdo de algumas espécies, porém ndo exerce o mesmo efeito
diferenciacéo a nivel de género. Dentro das cadeias de conidios eles podem variar
de tamanho e forma da base ao apice, apresentando conidios intercalares muito
pequenos e conidios terminais ainda menores e sem septos (MENEZES, 2010;
BENSCH et al., 2012).

Cladosporium possui facil distribuicdo geogréfica, estando entre 0s micro-
organismos mais comuns encontrados na terra (DUGAN et al., 2004), podendo ser
encontrados em todos os tipos de plantas, outros fungos e detritos e no ar
atmosférico e seu isolamento pode ser feito em amostras de solo, alimentos, tintas e
matérias organicas, havendo relatos de apresentar comportamento endofiticos
(NASCIMENTO et al., 2015), Algumas espécies aproveitam as lesdes ocasionadas
pelo ataque de fungos fitopatogénicos, como porta de entrada e assumem o papel

de invasores secundarios, podem atuar como hiperparasitas em outros fungos
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(HEUCHERT et al., 2005). Atuam como importantes agentes na decomposicao,
deterioracdo e sdo responsaveis de alergias, doencas respiratorias no homem e
doencas em animais e plantas (ALCANTARA, 2012).

3.6 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DE FUNGOS

As metodologias usadas na identificacdo morfolégica de fungos utilizam
aspectos como textura da colbnia, diametro, velocidade de crescimento,
pigmentacdo, forma e cor da hifa, presenca ou n&o de septos, forma e
ornamentacao dos esporos, entre outras estruturas (QUADROS et al., 2009)

Os micologistas tradicionalmente usam a morfologia (caracteres fenotipicos),
como estruturas produtoras de esporos formadas como resultado da reproducao
assexuada (mitose) ou sexuada (meiose), como Unico meio de identificar espécies
fungicas (HYDE et al.,2010) e ainda hoje é adotado como meio de identificacdo de
espécies dentro da comunidade micoldgica. O uso da morfologia na identificacdo de
espécies fungicas € muito importante para entender a evolucdo dos caracteres
morfolégicos, porém para espécies que apresenta alta especificidade, a
caracterizacdo morfolégica pode ser ineficiente na caracterizacdo a nivel de espécie
(GEISER, 2004) Isso ocorre devido a hibridizacdo (HUGHES et al.,2013) especiacao
criptica (LUCKING et al.,2014) e evolucao convergente
BRUN et al., 2010).

Outro fator negativo da caracterizacdo morfoldgica é que alguns fungos nem
sempre esporulam em meio de cultura, dificultando essa caracterizagéo, adicionado
a isso temos fungos que em meio de cultura esporulam estruturas assexuadas, que
podem apresentar uma plasticidade genética e os esporos sexuais sao dificeis de

serem produzidos em meio de cultura (KO et al., 2010).

3.7 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE FUNGOS

Em meio dessas falhas dentro da identificagdo de fungos usando dados
morfologicos, surgiram métodos baseados em sequéncias de DNA para identificar

espécies dentro dos fungos mega diversos (HIBBETT, 2013).
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Em 1985 Karry Mullis criou o PCR (reacdo em cadeia da polimerase) que é
um meétodo de analise molecular que permite a obtencéo, in vitro, de varias cépias
de um determinado segmento do DNA atravées do uso de um par de
oligonucleotideos (primers) especificos para regido a ser amplificada. Esta técnica
gera produtos em quantidades suficientes para analises de DNA mesmo a partir de
pequenas quantidades de amostra (FUNGARO, 2001).

A partir das analises feitas usando o PCR, juntamente com técnicas de
sequenciamento parcial de genes realiza-se estudos sobre a taxonomia e filogenia
de fungos, isto gera-se bancos de dados genéticos gratuitos, onde reunisse e
fornece informacdes genéticas de taxons de todo o mundo, fornecendo referéncias
para a realizacdo de pesquisas em diversas areas como taxonomia e sisteméatica
(BUENO-SILVA, 2012). O NCBI (National Center for Biotechnology) é um banco
central de informacdo gendmica que armazena uma série de bancos que
armazenam dados obtidos de informac¢cdes biologicas dos organismos como
sequéncias de nucleotideos, aminoéacidos, e informacbes detalhadas sobre
taxonomia. Temos também o GenBank (Genetic Sequence Database) que € o
principal banco de dados de sequéncias genéticas disponiveis para o publico, o qual
possui dados de genomas completos e de pesquisas em andamento (SANTOS et
al., 2003).

As sequéncias de DNA sao pouco susceptiveis a alteracdes ambientais o que
nao ocorre quando tratamos das caracteristicas morfolégicas, com isso conseguimos
trabalhar com caracteres mais estaveis no processo de identificacdo de espécies
(GOMES, 2011). Com resultados obtidos através de identificacdo molecular,
complementam ou ndo as hip6teses demonstradas em estudos de morfologia,
(SAMUELS; SEIFERT, 1995).

Dados moleculares sdo fundamentais para analises de relacfes filogenéticas
entre os organismos. A filogenia descreve e entender como ocorreu a historia
evolutiva da espécie estudada, isso € demonstrado por meio de arvores
filogenéticas. As arvores representam as hipoteses das relagbes evolutivas, como
ocorreu a ordem de separacdo das espécies, podendo representar a historia
evolutiva de um pequeno grupo de organismos ou mesmo de grandes linhagens
(VIANA, 2007). No inicio dos estudos de elaboragéo das arvores utilizava-se dados

obtidos de analises morfolégicas, porém isso resultava em dados imprecisos pois as
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espécies que evoluiram de ancestrais distintos poderiam sofrer transformacfes
originando caracteristicas morfologicas semelhantes. Com o desenvolvimento e
avanco da biologia molécula, permitindo o estudo das estruturas de macromoléculas
como o DNA, as andlises filogenéticas passaram a apresentarem mais precisdo em
seus dados (VIANA, 2007).

3.8 ESPACO INTERNO TRANSCRITO (ITS)

As regides internas transcritas (ITS - Internal Transcribed Spacer) do DNA
ribossomal (rDNA), estdo situadas entre regides altamente conservadas e sdo o
principal alvo da PCR para andlise filogenética em fungos (LARENA, 1999).

A regido ITS esta dividida em ITS1, que separa os genes 18S e 5.8S, e ITS2
que esté localizado entre os genes 5.8S e 28S (SCHLOTTERER et al., 1994). As
regides 18S, 28S e 5.8S nado apresentam variacoes de sequéncia, como das regides
ITS, que apresentem rapida evolugdo, como isso demonstram um alto nivel de
polimorfismo , isso resultam em uma variacao intraespecificamente na sequéncia de
bases e no comprimento, tornando-as mais apropriadas para discriminacdo de
espécies proximas ou até variedades de uma mesma espécie (FREIRE, 2015).

Para identificacdo em nivel de espécie, o ITS € o mais eficiente, pois € a
amplificacdo, por isso o ITS foi escolhido como o cédigo de barras oficial para
fungos por um consércio de micologistas. O ITS pode ser usado sozinho ou em
conjunto com outros genes codificadores de proteinas para identificacdo de
espécies. Esses genes tém sido amplamente utilizados em importantes estudos de
referéncia em sistematica fungica (JAMES et al., 2006).

Schoch et al encontraram a regido ITS entre os marcadores com maior
probabilidade de identificacbes corretas para uma grande diversidade de fungos
amostrados. E a realizacdo de outros estudos fungicos forneceram dados que a
regido ITS seja utilizada como um cddigo de barras fungico adequado (KELLY et al.,
2011) A regidao ITS é um marcador de cédigo de barras atil pois pode ser
sequenciado a partir de fungos previamente descritos e aqueles que ndo temos

dados de sequéncia, no segundo caso é realizado um sequenciamento do material
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tipo (ou seja, 0 espécime no qual uma espécie € originalmente descrita e depositada
em uma micoteca oficial).

Além do ITS, pode-se usar os genes codificadores de proteina, que realizacdo
a identificacdo via cédigo de barras devido a presenca de regifes de introns, que as
vezes evoluem em um ritmo mais rapido em comparacdo com o ITS (GEISER,
2004)e sdo empregados em anadlises filogenéticas devido a sua melhor resolucéo
em niveis taxondmicos mais elevados em comparacdo com genes de Rrna
(SCHOCH et al., 2009) com isso podemos obter uma classificacdo menos instavel e
adquirir um conhecimento sobre as relacbes evolutivas entre os fungos
(MCLAUGHLIN et al., 2009). Os marcadores codificadores de proteina que tem sido
mais utilizados sdo aa subunidades da RNA polimerase (LIU et al., 2004) fator de
alongamento de translacdo 1l-alfa (tefl), (REHNER et al.,2005) e beta-tubulina
(tub2/BenA) (O'DONNELL et al.,1997).
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4. CAPITULO 1- Complexo Cladosporium ssp causando crosta negra em
seringueira no Brasil.

RESUMO

A seringueira (Hevea brasiliensis) no decorrer destes ultimos anos no Brasil, vem
sofrendo o ataque severo de uma doenca denominada crosta negra. Sua
disseminacado acelerada e a queda precoce das folhas na cultura, estd causando
preocupacdo. Até os anos 90, esta doenca vinha sendo associada aos fungos
Phyllachora huberi e Rosenscheldiella heveae, porém em 2022, apds analise de
amostras coletadas nos Estados de Minas gerais e S&do Paulo, foram isoladas
diferentes espécies do fungo Cladosporium dos estromas causados por esta
doenca. ApGs andlise morfolégica e analise filogenética, utilizando sequéncias
parciais da regido do ITS-5.8S rDNA, a-elongase e da actina, os isolados foram
identificados como C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C. cladosporioides,
C. perangustum e C. xanthochromaticum. Nos testes de patogenicidade realizados
em estufa agricola verificou-se que os sintomas aparecem rapidamente, como morte
apical, lesdo na haste desfolha intensa e a producao de crostas negras nas hastes e
folhas. Apdés 120 dias da inoculacdo observou-se a formacdo de estromas, que
permitiram associar este fungo com a fase assexuada de R. heveae devido as
caracteristicas dos ascos bitunicados. Desde modo este € o primeiro relato destas
espécies de Cladoporium causando sintomas de crosta negra em seringueira no

Brasil.

Palavras-Chave: fungo; fase assexuada; desfolha.
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ABSTRACT

The rubber tree (Hevea brasiliensis) over the last few years in Brazil has been
suffering a severe attack from a disease called black crust. Its accelerated spread
and the early fall of leaves in the crop is causing concern. Until the 1990s, this
disease had been associated with the fungi Phyllachora huberi and Rosenscheldiella
heveae, but in 2022, after analyzing samples collected in the states of Minas Gerais
and Sao Paulo, different species of the fungus Cladosporium were isolated from the
stroma caused by this disease. After morphological analysis and phylogenetic
analysis, using partial sequences from the ITS-5.8S rDNA, a-elongase and actin
region, the isolates were identified as C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C.
cladosporioides, C. perangustum and C. xanthochromaticum. In the pathogenicity
tests carried out in an agricultural greenhouse, it was verified that the symptoms
appear quickly, such as apical death, damage to the stem, intense defoliation and the
production of black crusts on the stems and leaves. After 120 days of inoculation,
stroma formation was observed, which allowed the association of this fungus with the
asexual phase of R. heveae due to the characteristics of bitunicate asci. Therefore,
this is the first report of these Cladoporium species causing black scab symptoms on

rubber trees in Brazil.

Keywords: Hevea brasiliensis Muell. Arg; fungus; asexual phase; defoliation.
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4.1 INTRODUCAO

As maiores areas de cultivo comercial de seringueira estédo localizadas nos
paises do sudeste asiatico, com destaque a Malasia, Indonésia e Tailandia. No
Brasil, a seringueira € cultivada em 17 estados, porém o Estado de Sao Paulo € o
principal produtor de borracha natural do pais, representando 60% da producao
desta matéria prima (INFORMA ECONOMICS FNP, 2015; OLIVEIRA, GONCALVES
2019).

A crosta-negra vem causando preocupacao no setor. devido a queda precoce
das folhas que ela vem ocasionando, ou da diminuicdo da area fotossintética da
planta, j& que ela causa manchas foliares (GONCALVES; GOES, 2017). Os
sintomas caracteristicos desta doenca sédo areas amareladas na parte adaxial da
folha e manchas necréticas que correspondem as placas circulares negras na parte
abaxial da folha, coincidente com as incrustacdes estomaticas do fungo, sendo estes
0s sintomas e sinais caracteristicos desta doenca. Durante o periodo de desfolha, o
fungo sobrevive como estroma nas folhas que caem no chdo. Os ascésporos se
tornam a principal fonte de inoculacdo para o microrganismo comecar mais uma vez
o ciclo nas folhas recém-formadas. A ocorréncia de crosta negra em seringueira
também facilita a entrada de outros patégenos como Colletotrichum, jA que com o
passar do tempo, as placas negras ressecam, provocando a ruptura do tecido foliar,
agravando desta maneira a situacdo sanitaria da cultura (GASPAROTO et al., 2012).

Em 1899 o fungo P. huberi foi o primeiro associado a crosta negra na cultura
da seringueira no Brasil em 1899 na regido amazb6nica. Em 1990 R. heveae, foi
associado a esta mesma doenca (JUNQUEIRA; BEZERRA, 1990; GONCALVES;
GOES, 2017). Junqueira e Bezerra (1990), chegam a citar o isolamento do fungo
Cladosporium a partir de estromas nas lesdes de crosta negra e sua possivel
associacdo coma forma assexuada de R. heveae, mas ndo houve estudos
aprofundados sobre o assunto. A partir deste momento poucas informacdes foram
atualizadas sobre esta doenca, possivelmente por ela ter sido tratada como
secundaria até o presente (GASPAROTTO et al., 2012; FURTADO et al., 2016)

Para o desenvolvimento ou ado¢do de um método eficaz de manejo da crosta
negra em seringueiras, é imprescindivel o conhecimento sobre quais espécies do

patdgeno ocorrem. Assim, pose-se entender a epidemiologia dessa doenca,
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possibilitando estudos direcionados visando minimizar os danos causados por ela,
contribuindo com a maior produtividade das plantas e melhor atendimento as
demandas pela borracha natural no mercado brasileiro. Diante disso 0 estudo teve
como objetivo identificar o agente causal da crosta negra em duas importantes

regides que cultivam esta cultura.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.2 Obtencao dos isolados

No ano de 2022, amostras de folhas atacadas foram coletadas em seringais
severamente afetados do clone RRIM600 pela crosta negra no Estado de Minas
Gerais (municipio de Campina Verde) e Sdo Paulo (municipio de Barretos). As
folhas coletadas foram levadas para o laboratério de fitopatologia da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Tecnolégicas (UNESP-Dracena) e o isolamento do fungo foi na
metodologia descrita por Junqueira e Bezerra (1990) e Gasparotto et al. (2012) para
isolamento de P. huberi e R. heveae. A partir deste método de isolamento somente
foram obtidos isolados que pertenciam ao género Cladosporium. Deste modo,
devido a alta frequéncia de isolamento deste fungo das les6es e com base no fato
de Junqueira e Bezerra (1990) terem citado este fungo como possivel forma
assexuada da R. heveae, foram realizados testes de patogenicidade com o0s
isolados obtidos em casa de vegetacgéao.

4.2.3 Teste de patogenicidade com os isolados

Para a caracterizacao patogénica, foram usados 10 isolados, um do municipio
de Campina Verde (MG) (CN4) e nove do municipio de Barretos (SP),
(CN6, CN8, CN10, CN11, CN12, CN17, CN22, CN24 e CN26) que foram inoculados
em mudas de 6 meses do clone RRIM 600. A aplicacdo do fungo nas mudas foi via
pulverizacdo até o ponto de escorrimento de uma suspensdo de esporos dos
isolados cultivados em placa de petri contendo meio BDA (50MI de suspencéo de
108 esporos. mL! de esporos assexuados). Apdés a inoculagdo, todas as mudas
foram incubadas a 25 + 2°C por 24 horas sob alta umidade (acima de 80% de UR),

no laboratorio. Posteriormente as mudas foram levadas para estufa agricola, com
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irrigacdo diaria. Cada isolado foi inoculado em trés planta (sendo assim tivemos trés
repeticbes para cada isolado). O experimento foi em delineamento inteiramente
casualizado e foi repetido duas vezes. A avaliagdo dos sintomas foi realizada
semanalmente durante 6 meses.

Nas mudas que apresentam sintomas, realizamos a retirada de fragmentos de
tecidos afetados pela doenca e em seguida foi feito o reisolamento em mudas sadias

para que desta forma pudéssemos confirmar se este foi o responsével pelo sintoma.

4.2.4 Analise morfolégica dos isolados

A caracterizacdo morfolégica foi realizada a partir de laminas
semipermanentes, preparadas com lactofenol, contendo conidios obtidos de
coloénias de cada isolado, cultivadas em meio BDA por 14 dias, sob fotoperiodo
alternado e temperatura de 25+1 °C. Com auxilio de microscoépio optico de luz, 50
conidios de cada isolados foram medidos (comprimento e largura) utilizando-se
sistema de videocamara instalada em microscépio optico. A imagem foi transmitida
para computador e analisada por meio do programa EDN-2 calibrado com a
utilizacdo de lamina micrométrica. A identificacdo morfolégica dos isolados foi

realizada conforme metodologia descrita por Bensch et al (2018).

4.2.5 Analise genética dos isolados

O DNA dos isolados obtidos foram extraidos das estruturas formadas em
placa de petri conforme o método desenvolvido por Murray e Thompson (1980) com
modificacdes. As concentracdes de DNA foram determinadas usando um Nanodrop
ND-1000 Espectrofotobmetro (Nanodrop Technologies, Rockland, Delaware). O DNA
obtido foi diluido para as concentracdes de trabalho de 30-60 ng. mL™2.

Foram realizadas a identificacdo e analise filogenética baseada regido do ITS-
5.8S rDNA, parte dos genes de actina (act) e do fator de alongamento de traducao
l-alfa (tefl), conforme metodologia descrita por Bensch et al (2018), utilizando
oligonucleotideos referente a cada regido génica, apresentados na tabela a seguir
(Tabela 1).
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TABELA 1: Regides génicas e oligonucleotideos nas reacdes de PCR

realizadas nos isolados.

Regido Oligonucleotideos Referéncias
ITS- 1F White et al. (1990)
ITS-5.8S rDNA

' ITS-4 Gardes e Bruns (1993)

Actina ACT 783R Freire (2015)

ACT512F Freire (2015)
EF1-986R Carbone e Kohn (1999)

-el

drelongase EF1-728F Carbone e Kohn (1999)

Fonte: Proprio Autor.

Posteriormente as sequéncias obtidas foram editadas, alinhadas e sua
filogenia foi realizada usando o programa Mega 11.0 (TAMURA et al. 2021). As
sequéncias geradas neste estudo foram comparadas com outras sequéncias obtidas

no GenBank.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes de patogenicidade realizados com os isolados obtidos verificou-se
que os que todos os isolados foram patogénicos, porém mostraram agressividade
diferenciada. O isolado CN4, CN10, CN12, CN17, CN22 e CN26 causaram morte
apical, desfolha e lesdo na haste, caule e folha da planta (Figura 1), em média, 15
dias apds sua inoculacdo, enquanto os outros isolados somente causaram lesédo na
folha 30 dias ap0s a inoculacao. Apos 120 dias da inoculacdo as plantas comecgaram
a apresentar pequenos estromas, caracteristicos da fase sexuada da crosta negra e
as “ilhas verdes” em tordo dos estromas, sendo estd uma caracteristica dessa
doenca (Figura 1). Destes estromas foram retirados ascos bitunicados, tipicos do
fungo R. heveae. A partir dos fragmentos de tecido que mostraram sintomas foram
reisolados novamente fungos pertencentes ao género Cladosposrium.

Acredita-se que a variacdo no aparecimento dos sintomas esta ligada a dois
fatores. O primeiro seria a temperatura na nossa regiao, principalmente na casa de
vegetacdo, que ficou na média de 38°C, conforme termdmetros instalados nela. E
possivel que altas temperaturas possam influenciar o aparecimento de sintomas
tipicos da doenga, ja que os estromas s6 comegaram a aparecer no inicio de junho,
gquando as temperaturas estdo mais amenas em nossa regido. Essa hipotese

corrobora com o fato de que o fungo pode sobreviver como estroma nas folhas que
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caem no chao, principalmente na época de senescéncia da planta. Fazendo com
gue os ascoésporos formados nestes estromas em ambiente favoravel se tornem a
principal fonte de inoculagdo para o microorganismo comegar mais uma vez o ciclo
nas folhas recém-formadas (GASPAROTO et al., 2012), agravando desta maneira a
situacdo sanitaria da cultura. Este fato pode sugerir que a crosta negra pode ter um
ciclo de vida parecido com o do mal das folhas, causado pelo fungo
Pseudocercospora ulei (Microcyclus ulei), j& que esta variagdo de tipo de sintoma e
comportamento conforme o ambiente ja foi descrito para este fungo, principalmente
guando sua forma assexuada era usada em inocula¢des (GASPAROTO et al., 2012,
MACEDO et al., 2014).
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FIGURA 1: A. Sintomas visualizados no campo. B e C; Estromas com
ascosporos usados no isolamento do fungo; D e E. Coldnia de Cladosporium
(isolado CN4) e esporos do fungo usados no teste de patogenicidade; F e G.
Sintomas de lesdes no caule e morte apical das mudas 15 dias apés a
inoculacdo; H e I. Sintomas de crosta negra nas hastes com formacéao de
estromas 30 dias ap6s a inoculacdo e colénia de Cladosporium reisolado,
respectivamente; J e K. Sintomas de “ilhas verdes” com pequenos estromas
nas folhas 120 dias apés a inoculagéo e ascocarpo bitunicado visualizado nos

estromas da folha inoculadas.

Fonte: Proprio Autor.
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O segundo fator que pode estar ligado a variacdo de sintomas e até
agressividade do fungo € variagcdo genética deste e as espécies envolvidas.
Segundo as andlises genéticas foram encontradas cinco espécies de Cladosporium
(C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C. cladosporioides, C. perangustum e
C. xanthochromaticum) como podemos observar na (Tabela 2 e Figura 2) que
corroboraram com as analises morfoldgicas observadas e descritas por Bensch et al
(2018). Observou-se que trés (CN8, CN11 e CN24) dos 5 isolados que pertenciam a
espécies C. xanthochromaticum foram os que mostraram sintomas tardios e mais
brandos. Porém € importante ressaltar que foram entradas cinco diferentes espécies
em um conjunto de 10 isolados, sendo que somente em uma propriedade que
coletamos as amostras na cidade de Barretos encontramos todas as cinco espécies,
apontando uma alta diversidade genética deste fungo em apenas um ponto. Isso
mostra a importancia da realizacdo de um levantamento de maiores dimensdes
desta doenca, ja que este fungo vem mostrando uma disseminacéo rapida e uma
capacidade de adaptacdo a diferentes regides do Brasil (GONSALVES E GOES,
2017; FILHO et al., 2022).

TABELA 2: Identificacdo dos isolados.

Isolado Local de Coleta Espécie

C.N4 Campina Verde /IMG Cladosporium angustisporum
C.N6 Barretos /SP Cladosporium tenuissimum
C.N8 Barretos /SP Cladosporium xanthochromaticum
C.N 10 Barretos /SP Cladosporium angulosum
C.N11 Barretos /SP Cladosporium xanthochromaticum
C.N12 Barretos /SP Cladosporium xanthochromaticum
C.N 17 Barretos /SP Cladosporium pseudocladosporioides
C.N 22 Barretos /SP Cladosporium tenuissimum
C.N 24 Barretos /SP Cladosporium xanthochromaticum
C.N 26 Barretos /SP Cladosporium tenuissimum

Fonte: Proprio autor.
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FIGURA 2: Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining com
sequéncias concatenadas das regides ITS-5.8S rDNA, parte dos genes de actina
(act) e do fator de alongamento de traducdo 1-alfa (tefl) dos isolados de

Cladosporium ssp (bootstrap com 10.000 replicacoes).
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Fonte: Préprio Autor.

4.4 CONCLUSAO

Este é o primeiro relato de C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C.
cladosporioides, C. perangustum e C. xanthochromaticum associados a crosta negra

em seringueira.
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5. CAPITULO 2 - Identificac&o e caracterizacéo de agente causal

RESUMO
A ocorréncia do ataque da crosta negra vem aumentando nos ultimos anos, desta

forma ela vem se tornando preocupante devido a queda precoce das folhas que ela
acarreta. Esta doenca sempre foi associada aos fungos Phyllachora huberi e
Rosenscheldiella heveae. mas estudos relacionados ainda sdo escassos. Assim,
este trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar espécies de fungos
associados a crosta negra da seringueira plantios de seringueira no Brasil. A partir
de amostras obtidas de diferentes locais do Estado de S&o Paulo, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais e Bahia, forma obtidos e 72 amostras do fungo Cladosporium sp.,
que ja foi relatado como fase assexuada de R. heveae, que € um dos fungos
causadores da crosta negra. Estes isolados tiveram a regido ITS do seu DNA e parte
do gene da B-tubulina sequenciados. As sequencias obtidas foram editadas,
alinhadas e sua filogenia foi realizada usando o programa Mega 11. Os isolados
também foram caracterizados patogénicamente por meio da inoculacdo no clone
RRIM600 em estufa agricola e em laboratorio. Verificamos que houve um
predominio de diferentes espécies de Cladosporium. Nos testes de patogenicidade
realizados em casa de vegetacdo com a fase assexuada do fungo verificou-se que
0s sintomas aparecem rapidamente, porém, alguns isolados mostraram menor
agressividade, pois os sintomas apareceram apos 120 dias da a inoculacdo. Ja em
laboratorio, todos os isolados se mostraram agressivos. Com formacéo de crosta 10
dias apos a inoculacdo. Concluimos que através do sequenciamento da regido ITS e
de parte do gene da B-tubulina os isolados o género Cladosporium apresenta um
dominio nas regides do pais estudada e que esses mesmos isolados apresentam

uma capacidade patogénica.

Palavras-Chave: Phyllachora huberi; Rosenscheldiella heveae; Cladosporium.
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ABSTRACT

The occurrence of black crust attack has been increasing in recent years, thus it has
become worrying due to the early fall of the leaves that it causes. This disease has
always been associated with the fungi Phyllachora huberi and Rosenscheldiella
heveae. but related studies are still scarce. Thus, this work aims to identify and
characterize species of fungi associated with the black crust of rubber trees in rubber
tree plantations in Brazil. From samples obtained from different locations in the State
of Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais and Bahia, 71 samples of the
fungus Cladosporium sp., which has already been reported as the asexual phase of
R. heveae, which is a of the fungi that cause black scab. These isolates had the ITS
region of their DNA and part of the B-tubulin gene sequenced. The obtained
sequences were edited, aligned and their phylogeny was carried out using the Mega
11 program. The isolates were also characterized pathogenically by inoculating the
RRIM600 clone in an agricultural greenhouse and in the laboratory. We verified that
there was a predominance of different species of Cladosporium. In the pathogenicity
tests carried out in a greenhouse with the asexual phase of the fungus, it was verified
that the symptoms appear quickly, however, some isolates showed less
aggressiveness, since the symptoms appeared after 120 days of inoculation. In the
laboratory, all isolates were aggressive. With crust formation 10 days after
inoculation. We conclude that through the sequencing of the ITS region and part of
the B-tubulin gene, the isolates of the genus Cladosporium have a dominance in the
studied regions of the country and that these same isolates have a pathogenic
capacity.

Keywords: Hevea brasiliensis; Phyllachora huberi; Rosenscheldiella heveae,

Cladosporium.



46

5.1 INTRODUCAO

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

Alguns fatores sao limitantes ao aumento da produtividade da cultura no
Brasil, entre os quais estdo os problemas fitossanitarios. Dentre as doencas foliares
mais importantes da seringueira encontra-se o mal-das-folhas, a antracnose, o oidio
e a mancha areolada, causadas por Microcyclus ulei, Colletotrichum ssp., Oidium
heveae e Rhizoctonia solani.

A crosta negra também € uma doenca que acomete 0s seringais, porém
sempre foi considerada de pouca importancia (GASPAROTTO et al.,, 2012;
FURTADO et al., 2016). Entretanto, no decorrer destes ultimos anos, a ocorréncia da
crosta negra aumentou passando a causar prejuizos devido a queda precoce das
folhas, (GONCALVES; GOES. 2017; VIRGENS FILHO et al.,, 2022), causando
reducdo de 38% na producao de borracha entre os anos de 2017 e 2020 (VIRGENS
FILHO et al., 2022)

No ano de 2022, amostras de folhas atacadas foram coletadas em seringais
severamente afetados do clone RRIM600 pela crosta negra no Estado de Minas
Gerais e Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e Bahia. As folhas coletadas foram levadas
para o laboratério e delas foram isolados somente o fungo Cladosporium, o que
levou a hipétese que este poderia ser um dos agentes causais predominantes da
doenga no campo.

Como poucos estudos sado realizados sobre esta doenca (FURTADO et al.,
2016), e esta vem se disseminado com rapidez na cultura da seringueira viu-se a
necessidade de se aprofundar as informacdes sobre a epidemiologia da crosta
negra, desta forma o objetivo deste estudo € a realizacdo da identificacdo das

espéecies de fungos associados a ela, assim como suas caracteristicas patogenicas.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Coleta de material e isolamento dos fungos

Foram efetuadas coletas e solicitacdo de amostras de folhas com sintomas
caracteristicos da antracnose, em areas de cultivo de seringueira, viveiros e jardins
clonais, em diferentes municipios, localizados nos principais Estados produtores de
seringueira do Brasil.

O isolamento dos fungos em laboratoério foi baseado na metodologia descrita
por Junqueira e Bezerra (1990) e Gasparotto et al. (2012) para isolamento de P.
huberi e R. heveae. As colbnias de fungos obtidas foram mantidas em incubadora
BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) sob fotoperiodo alternado de 12 horas de

luz e escuro a 25°C.

5.2.2 Identificagcédo dos fungos obtidos

O DNA das amostras obtidas foi extraido das estruturas formadas em placa
de petri conforme o método desenvolvido por Murray e Thompson (1980) com
modificacdes. As concentracdes de DNA foram determinadas usando um Nanodrop
ND-1000 Espectrofotdmetro (Nanodrop Technologies, Rockland, Delaware). O DNA
obtido foi diluido para as conntracdes de trabalho de 30-60 ng. mL™2.

A identificacdo dos fungos foi realizada a partir da andlise filogenética
baseada regido do ITS-5.8S rDNA com os pares nucleotideos ITS1/ITS4 e de parte
do gene da B-tubulina (WHITE et al., 1990). Com isso realizamos as reacdes de
polimerase em cadeia (PCR) de acordo com Braganca (2013), utilizando

oligonucleotideos referente a cada regido génica, apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3: Regides génicas e oligonucleotideos nas reacdes de PCR

realizadas nos isolados.

Regido Oligonucleotideos Referéncias
ITS -1F White et al. (1990)
LR UPIN S ITS-4 Gardes e Bruns (1993)
8-tubulina BT2-F Glass e Donaldson (1995)
BT2b Woundenberg et al.

Fonte: Proprio autor.

As sequéncias obtidas foram editadas, alinhadas e sua filogenia foi realizada
usando o programa Mega 11.0 (TAMURA et al. 2021). Elas também foram
comparadas com outras sequéncias obtidas no GenBank e em publicacbes
relevantes recentes (SANTOS et al. 2016, MARDONES et al. 2017; BENSCH et al.,
2018).

5.2.3 Caracterizacao patogénica

5.2.3.1 Em estufa agricola

Para a caracterizacao patogénica, os isolados foram inoculados em mudas de
seis meses de idade do clone RRIM 600, que é o mais cultivado e se mostra
suscetivel a doenca no campo. A inoculacdo dos fungos obtidos foi realizada via
pulverizacdo manual até o ponto escorrimento de uma suspensdo de esporos dos
isolados obtidos em placa de petri (50ml de suspensdo de 10° esporos. mL?t de
esporos assexuados).

Cada isolado foi inoculado foi inoculando em 3 mudas (assim tivemos 3
repeticbes para cada isolado). O experimento foi em delineamento inteiramente
casualizado e repetido duas vezes. Os sintomas foram acompanhados e avaliados

semanalmente.

5.2.3.2 Em condic¢des de laboratério

A inoculacdo em laboratorio foi realizada conforme metodologia descrita por

Anténio et. (2021). Todas as inocula¢bes foram mantidas em uma camara umida (UR
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de 90%), a 25° C, montadas em caixas plasticas. Cada isolado foi inoculado em trés
foliolos, com 3 repeticdes por tratamento. Foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado, sendo que cada camera umida continha um tratamento e foi repetido
duas vezes. Os sintomas foram acompanhados e avaliados semanalmente. Este foi
dado como encerrado quando a folha ja se apresentava escura, devido a sua

degradacéao natural por ter sido destacada da planta.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Isolados obtidos e identificacao

Foram obtidos 72 isolados de diferentes locais do Estado de S&o Paulo, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Bahia (Tabela 4). Foram observados a ocorréncia de
dois sintomas em folhas nas amostras processadas, placas negras pontuais e
placas negras em formacao de circulo, com e sem presenca de estromas (Figura 3).

Em alguns casos mais severos foi crosta negra na haste da planta.

TABELA 4: Descricéo e procedéncia dos isolados utilizados no trabalho.

C.N (Crosta Negra) | Local de Coleta Clone

CIN1-C.N3 Avai/SP RRIM 600
C.N4 Campina Verde/ MG RRIM 600
C.N5-C.N28 Barretos/ SP RRIM 600
C.N29-C.N 38 Campina Verde /IMG RRIM 600
C.N39-C.N46 Colina/SP RRIM 600
C.N47 lguapiuna/BA FDR5788
C.N48-C.N49 Votuporanga/SP RRIM 600
C.N50 llheus/BA FDR5788
C.N51-C.N52 Inocéncia/ MS RRIM 600
C.N53-C.N54 Jau/SP RRIM 600
C.N55-C.N58 Junqueira/SP RRIM 600
C.N59-C.N70 Mendonca/SP RRIM 600
C.N71 Mirassolandia / SP RRIM 600
C.N72 Selviria/lMS RRIM 600

Fonte: Proprio Autor.
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Figura 3:A. Sintomas encontrados no campo de crosta negra em forma de pontos.
B e C. Sintomas visualizados no campo de crosta negras circulares. D e E: sintomas

de crosta negra em jardim clonal.

Fonte: Proprio Autor.

Com base nos dados obtidos até o momento, ndo foi encontrado nenhuma
espécie de Phyllachora associada a crosta negra nas amostras processadas. Houve
um predominio do fungo Cladosporium (Figura 4), que segundo Junqueira, Bezerra
(1990), é a forma assexuada de R. heveae. Assim, foram encontradas as seguintes
espécies: C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C. cladosporioides, C.
perangustum, C. anthropophilum, C. delicatulum, C. uredinicola, C. ramotenellum, C.

kenpeggii. Sendo que 15 isolados somente foram identificados como Cladosporium

sp.



FIGURA 4: Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining

sequéncias concatenadas das regifes 1TS-5.8S rDNA, parte do gene da

tubulina dos isolados de Cladosporium ssp (bootstrap com 1.000 replicagdes).
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O predominio Cladosporium, ou do género Rosenscheldiella no campo, pode
elucidar algumas questdes, principalmente em relacdo ao seu ciclo que pode ser
parecido com o do mal das folhas, causado pelo fungo Pseudocercospora ulei
(Microcyclus ulei), ja que ambos os fungos sdo atualmente aceitos como membro da
familia Mycosphaerellaceae (WIJAYAWARDENE et al., 2014).Para exemplificar, no
item em que discutiremos a patogenicidade, mostraremos que quando inoculamos
Cladosporium, ocorre sintomas de placas negras pontuais na maioria dos casos,
com pouca formagcdo de estromas, sendo esta forma mais agressiva. Enquanto,
guando inoculamos os ascésporos, a expressao da doenca € mais lenta, com maior
presenca de estromas e mais circulares. E isso foi observado nas fotos de
microscopia eletronica de varredura, que ainda aponta a formacdo de estruturas
assexuadas a partir da inoculacdo com ascosporos. Este comportamento é muito
similar ao do fungo Pseudocercospora ulei, que tinha como nome de sua forma
assexuada Fusicladium macroporum (GASPAROTO et al, 2012), mostrando
diferentes sintomas conforme a fase em que se encontrava na folha.

Sabe-se que existem trés grandes complexos de espécies reconhecidos
dentro do género Cladosporium, C. herbarum, C. sphaerospermum e C.
cladosporioides. No presente levantamento houve predominio de espécies do
complexo C. cladosporioides, como C. pseudocladosporioides, C. tenuissimum, C.
cladosporioides, C. perangustum, C. antropophilum, C. delicatulum, C. uredinicola e
C. ramotenellum (Figura 4). Porém houve trés isolados (C.V 64, 1 e 37) que nao
foram identificados com base nas regides analisadas, mas que podem pertencer a
outro complexo, ja apesar da regido ITS do DNA ndo conseguir distirguir muitas
espécies de Cladosporium, especialmente em C. cladosporioides e C. herbarum, ela
tem a capacidade de diferenciar em grandes linhas na arvore filogenética a
existéncia destes trés complexos de espécies (BENSCH et al., 2018).

No presente estudo, mesmo usando analises conjuntas da regido ITS com
parte do gene da Beta tubulina, ainda tiveram sobreposicdo de espécies. Zalar et al.
(2007), ao estudarem a filogenia e ecologia de diferentes espécies de fungos do
género Cladosporium, tiveram o mesmo problema. Segundo os autores, apesar do
uso de analises da beta tubulina e ITS em conjunto permitirem a identificacdo da
grade parte das espécies de Cladosporium, para diminuir esta sobreposicdo entre

espécies nos estudos de filogenia, é necessario o acréscimo das analises de parte
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do gene da actina. Com isso, acredita-se que futuras analises desta regido nos
isolados trabalhados pode finalmente elucidar a quais espécies os isolados nao
identificados pertencem.

Como pode ser observado na arvore filogenética, nas maiores regides
produtoras de latex, ou seja, que possuem maiores areas plantadas de seringueira,
foi encontrada maior diversidade genética, com mais espécies de Cladosporium. O
fungo Pseudocercospora ulei também demonstra essa grande variabilidade
morfoldgica e fisiologica (JUNQUEIRA et al.,1984). No pais tem o conhecimento de
22 racas do patégeno (FURTADO; TRINDADE, 2005). Essa grande capacidade de
mutacdo, possibilita que o patdgeno se adapte as diferentes condi¢cBes climaticas,
isso afeta totalmente o controle dessas doencas (GASPAROTTO; JUNQUEIRA,
1994). Infelizmente, um dos fatores que limita uma maior aproximacao das espécies
de Rosenscheldiella usadas nas analises filogenéticas com os isolados de
Cladosporium obtidos, foi a falta de informacdes e depdsitos da forma sexuada no
Genebank e das sequencias da Beta tubulina. HA menos de sete sequéncias
depositadas no NCBI, e as que existem pertencem a outro pais.

5.3.2 Caracterizacao patogénica

Nos testes de patogenicidade realizados em estufa agricola com a fase
assexuada do fungo verificou-se que para alguns isolados os sintomas aparecem
rapidamente, pois a maioria demonstrava causaram morte apical, lesdo na haste e
consequentemente, uma desfolha intensa. Estes sintomas foram vistos em campo
na Bahia, onde as arvores sofreram uma desfolha intensa. No nosso caso, ap6s 120
dias foi observada a evolucdo dos sintomas de alguns isolados, porém somente foi

visto manchas pontuais que néo evoluiram.
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TABELA 5: Periodo de aparecimento (Dias) de sintomas em mudas de seringueira

inoculadas em estufa agricola.

_ . Leséo nolLeséo

Isolado Morte Apical Lesdo na Haste
Caule folha

ACFO1 15 15 - -
ACF02
ACFO03 15 15 - -
ACF04 15 15 20 20
ACFO05 15 15 15 30
ACF06* - - - -
ACFO7*
ACFO08 - - - -
ACFO09 15 15 - 30
ACF10 - - 20 30
ACF11* - - - -
ACF12 15 15 20 -
ACF13 - 15 - -
ACF14*
ACF15 15 20 - -
ACF16* - - - -
ACF17 - 15 - 30
ACF18 15 15 - -
ACF20 - - - -
ACF21 15 15 - -
ACF22 15 15
ACF23 - 30 - -
ACF24*
ACF25*
ACF26 15 15 - -
ACF27 - 15 - -
ACF28 - 15 - -
ACF29 15 15 - -
ACF30 - 30 - -




ACF31
ACF32
ACF33
ACF34
ACF35
ACF36
ACF37
ACF39
ACF41
ACF43
ACF45*
ACF46
ACF47
ACF48
ACF49
ACF50
ACF51
ACF52
ACF53
ACF54
ACF55
ACF57
ACF58
ACF59
ACF60
ACF61
ACF62
ACF63
ACF64
ACF65
ACF66

15
15
15
15
15
15
15
15

20

15

15
15

15

15
15
15
15
15
15
15
15
20
20

15
15

15
15
15
15
15
15
15
20
15
15

15
20
20
20
15
15

30
20

Fonte: Proprio Autor.
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TABELA 6: Periodo de aparecimento (Dias) de sintomas em folhas de seringueira

inoculadas em laboratoério.

Isolado | Inicio dasEnegrecimento Sintomas OleEstrutura
manchas das manchas crosta negrasexuada
salientes

ACFO1 13 17 - -
ACFO02 - 13 17 -
ACF03 |- 17 - -
ACF04 - 17 - -
ACF05 |- - 17 -
ACF06 |- - 17 -
ACFO7 - - 20 -
ACF08 |- - 17 -
ACF09 |- 13 17 -
ACF10 |17 - - -
ACF11 - 17 20 -
ACF12 - 17 - -
ACF13 |- 17 - -
ACF14 17 20

ACF15 13 17 - -
ACF16 - 17 - -
ACF17 |- 13 17 -
ACF18 |- 17 - -
ACF20 - 17 - -
ACF21 - 13 17 -
ACF22 |7 13 17 -
ACF23 |- 13 17 -
ACF24 - 13 17 -
ACF25 - 13 17 -
ACF26 |13 17 - -
ACF27 13 17 - -
ACF28 |- 17 20 -
ACF29 |17 20 - -




ACF30
ACF31
ACF32
ACF33
ACF34
ACF35
ACF36
ACF37
ACF39
ACF41
ACF43
ACF45
ACF46
ACF47
ACF48
ACF49
ACF50
ACF51
ACF52
ACF53
ACF54
ACF55
ACF59
ACF58
ACF59
ACF60
ACF61
ACF62
ACF63
ACF64
ACF65
ACF66

17
13
13
13
13

13
17
13

20
17
17
17
17

13

20
17
20

17
13
13
17
13
13
13
20
17
17
13
14

14
17
13
13
13
13

20
17

20
17
20
17
17

17
17
17
17

Fonte: Proprio Autor.
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Acredita-se que esse comportamento dos sintomas apresentados na
conducdo da caracterizacdo patogénica em estufa agricola esta relacionado com a
temperatura na nossa regido, principalmente na casa de vegetacao, que ficou em
média de 38°C, conforme termdmetros instalados nela. E possivel que altas
temperaturas possam influenciar o aparecimento de sintomas tipicos da doenca, o
que foi extremamente dificil de reproduzir. Essa hipoétese foi levantada com base em
observacgoes realizadas nos testes de temperatura com visualizagdo em microscopia
eletrbnica, que apontavam melhor desenvolvimento do patégeno, independente da
sua fase, em temperaturas menores de 25°C (VALARINI et al., 2022). Este fato
corrobora com os resultados obtidos em inoculacfes realizadas em laboratorio,
todos os isolados se mostraram patogénicos nesta situacdo (25°C de maneira
constante).

Firmino et al. (2022), ao correlacionar o comportamento de diferentes clones
de seringueira afetados pela crosta negra observou que quando se teve maior
amplitude térmica e medias de temperaturas abaixo de 30°C no campo houve maior
severidade da doenga, novamente corroborando com as observagdes realizadas nas

analises realizadas em microscopia eletronica de varredura (VALARINI et al., 2022).

5.4 CONCLUSOES

Através do sequenciando da regido ITS do DNA e da parte do gene da beta
tubulina, foram obtidos a predominancia do género Cladosporium, que apresentou
uma diversidade genética a depender do isolado da regido do pais estudada.

Nos testes de patogenicidade realizados na estufa e em condicdes
laboratoriais a os isolados demonstraram patogenicidade.

Essas informacgfes contribuem para o entendimento da epidemiologia da

doenca e podem auxiliar no seu manejo de controle no campo.
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