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RESUMO

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

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

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

bioldgico, antracnose



ABSTRACT

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

Brazil.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Capitulos 2 e 3
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

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

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