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RESUMO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Jussieu) Muell. Arg.] é a maior fonte
de borracha natural. A producdo de latex € influenciada por diversos fatores, entre
eles: ambientais, sistema de sangria adotado, caracteristicas genéticas dos clones e
pelo ataque de patégenos. Os patdégenos que atacam o painel de sangria da
seringueira, causando a seca do painel, afetam diretamente a producéo da borracha
natural, além de inviabilizar a sangria das arvores doentes. Estima-se que a
incidéncia dessa doenca € de 12 a 50%, causando perdas de 12 a 14% para o setor,
anualmente. A seca do painel de sangria é caracterizada pela parada parcial ou
total da sangria das arvores em producdo. Neste trabalho, objetivou-se realizar a
caracterizacdo morfolégica e molecular dos fungos associados a seca do painel de
sangria da seringueira, e a dinamica espaco-temporal da doenca. Para
caracterizagdo molecular foram analisados os 58 isolados fungicos, coletados das
trés regides produtoras do estado do Espirito Santo, nos municipios de Mimoso do
Sul, Guarapari e Pinheiros. Os isolados foram coletados em painéis de sangria
sintomaticos dos clones FX 3864, SIAL 1005, IAN 6590, CDC 508, FDR 4575, FDR
5777, CDC 56 e CDC 312. A partir da ampliacdo da regido ITS do DNA de cada
isolado, foi realizada a identificacdo com base no nivel de identidade verificado no
GenBank. Foram realizadas 12 avaliacbes em duas areas de cultivo de seringueira
(clone FX 3864), nos municipios de Mimoso do Sul e Guarapari, para a analise da
dindmica espago-temporal da doenga. Ao todo, foram obtidos 58 isolados nas trés
areas de coleta, sendo 22 isolados de Mimoso do Sul, 23 em Guarapari e 13 em
Pinheiros. Andlises morfoldgicas e moleculares revelaram que espécies do género
Fusarium foram prevalentes em associacdo a seca do painel de sangria da
seringueira. As espécies identificadas foram: F. solani, F. lateritium e F. incarnatum.
Quanto a dindmica temporal da seca do painel houve 100% de incidéncia da doenca
nas duas areas, durante todas as avaliagbes. Os meses de outubro/16 a
fevereiro/17, para as duas areas, e dezembro/17 para Guarapari, foram 0os meses
com a maior severidade da doenca. Para a dinamica espacial, a doenca apresentou

maior distribuicdo espacial na linha de plantio com tendéncia a agregacéo dos focos

Palavras-chave: Heveicultura, Hevea brasiliensis, Fusarium spp., Seca do painel,

sangria.



ABSTRACT

The rubber tree [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. Jussieu) Muell. Arg.] Is the largest
source of natural rubber. The production of latex is influenced by several factors,
among them: environmental, tapping system adopted, genetic characteristics of the
clones and the attack of pathogens. The pathogens that attack the tapping panel of
the rubber tree, causing the drought of the panel, directly affect the production of the
natural rubber, besides preventing the tapping of diseased trees. It is estimated that
the incidence of this disease is 12 to 50%, causing losses of 12 to 14% for the sector
annually. The tapping panel dryness is characterized by the partial or total stoppage
of bleeding of the trees in production. In this work, the objective was to perform the
morphological and molecular characterization of the pathogens associated to the
rubber tree tapping panel, and the spatio temporal dynamics of the disease. For the
molecular characterization, 58 isolates were collected in three different producing
regions of the state of Espirito Santo, in the municipalities of Mimoso do Sul,
Guarapari and Pinheiros. The isolates were collected on the bleeding panels of
clones FX 3864, SIAL 1005, IAN 6590, CDC 508, FDR 4575, FDR 5777, CDC 56
and CDC 312. From the DNA of each isolate, each fungus was identified based on
the identity level verified in GenBank. Twelve evaluations were carried out in two
areas of rubber tree cultivation (clone FX 3864), in the municipalities of Mimoso do
Sul and Guarapari, to analyze the spatio-temporal dynamics of the disease.
Altogether, 58 isolates were obtained in the three collection areas, of which 22 were
isolated from Mimoso do Sul, 23 from Guarapari and 13 from Pinheiros. The
pathogen associated to the tapping panel dryness identified by the morphological
and molecular characterization in the evaluated areas was the fungus of the genus
Fusarium sp. The species identified were: Fusarium solani, F. lateritum and F.
incarnatum. As for the temporal dynamics of the drought of the panel there was
100% incidence of the disease in both areas, during all evaluations. The months of
October / 16 to February / 17, for the two areas, and December / 17 for Guarapari,
were the months with the highest grade of the disease. For the spatial dynamics, the
disease showed a clustered distribution, with tendency to aggregation of foci in the

plant line.

Keywords: Rubber tree cultivation, Hevea Brasiliensis, Fusarium, Tapping panel

dryness, tapping.
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INTRODUCAO GERAL

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. De Juss.) Muell. — Arg] € uma planta
perene e nativa da bacia amazoénica, que pertence a familia Euphorbiaceae e tem
sido cultivada comercialmente em areas tropicais do mundo todo (UTHUP et al.,
2011). O latex extraido da seringueira (polimero cis-1,4-poliisopreno) é utilizado
amplamente em indlstrias, sendo conhecido como borracha natural
(DALL'ANTONIA et al., 2006; OBIANGA et al., 2009).

A borracha natural € a matéria-prima utilizada na fabricacdo de mais de 40.000 tipos
de produtos, incluindo materiais hospitalares como, preservativos, luvas, cateteres
entre outros. A borracha natural é principalmente usada na area pneumatica,
especificamente no setor de pneus radiais e pneus de avido. Também € utilizada na
fabricacdo de calcados e adesivos, além de inidmeros produtos de engenharia e
consumo (MOOIBROEK; CORNISH, 2000; IRSG, 2017). Devido as suas
propriedades Unicas, como resiliéncia, elasticidade ao impacto e abraséo, dispersao
eficiente do calor e maleabilidade & temperatura fria, ainda ndo foi possivel ser
substituida por alternativas sintéticas (CORNISH, 2001).

Em todo o mundo, hd mais de 2000 espécies de plantas que produzem latex, sendo
a H. brasiliensis a Unica espécie na qual a extracdo é a mais Vviavel
economicamente. Embora seja uma planta nativa da floresta amazbnica, a

seringueira é amplamente cultivada no sudeste da Asia (LI et al., 2016).

A expanséo rapida da borracha natural para setores importantes da economia e a
combina¢do com outras formas de borrachas especiais, acarretaram no aumento da

demanda da borracha natural em todo o mundo (WU et al., 2017).

A demanda mundial por borracha natural cresce anualmente devido as propriedades
fisico-quimicas tipicas, que ainda nado foram alcancadas pelos produtos sintéticos
(SAINT BEUVE, 2012). Durante o periodo de 2010-2020, espera-se que ocorra um
crescimento meédio da producéao de 4,6% ao ano, atingindo mais de 16 milhdes de
toneladas de borracha em 2020 (IRGS, 2017).

O continente Asiatico responde por 92% da producdo de borracha natural mundial,

contribuindo com o maior volume de matéria-prima. Em 2017 a produgcdo mundial de
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borracha natural foi de aproximadamente 12.771 milhGes de toneladas. Os maiores
produtores no ano de 2017 foram: Tailandia (4.381.000 ton), Indonésia (3.230.000
ton), Vietna (1.120.000 ton), China (840.000 ton), india (750.000 ton), Malasia
(700.000 ton), Costa do Marfim (255.000 ton), Brasil (201.000 ton), Camboja
(196.000 ton) e Sri Lanka (85.000 ton) (IRGS, 2017).

Em 2017, o Brasil apresentou uma producdo de aproximadamente 201.000
toneladas de borracha natural, e uma éarea total de plantio de aproximadamente
146.552 mil hectares, sendo a produtividade média de 1.260 kg.ha! de borracha
seca (IBGE, 2017).

No Brasil, 16 estados se destacam na producdo de borracha natural, Sdo Paulo,
Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul,
Maranhdo, Para, Parana, Pernambuco, Acre, Rio de Janeiro, Amazonas, Tocantins
e Rondonia (IBGE, 2017). O estado do Espirito Santo é o 4° produtor nacional de
borracha natural, totalizando uma area de cultivo de 15 mil hectares plantados,
sendo que a meta é atingir 75 mil hectares até 2030 (INCAPER, 2017).

A extracdo do latex das arvores é realizada por meio da sangria, que consiste na
realizacdo da remocéao de pequenas por¢des da casca do tronco da seringueira com
a finalidade de induzir o fluxo de latex. A realizacdo desse procedimento ocasiona a
perda de metabdlitos, dessa forma é importante interromper o fluxo ap6s um certo
tempo para evitar a perda de latex e prevenir a entrada de patdgenos
(PRIYADARSHAN, 2011).

Nos ultimos anos a utilizacdo de clones com alto rendimento e a aplicacdo de
ethephon (um precursor de etileno) fez com que houvesse um aumento substancial
no rendimento de borracha, porém, esse rendimento pode ser afetado pela
ocorréncia da seca do painel de sangria, a qual interrompe o fluxo de latex (JIANG,
1997, CHEN et al., 2003). Estima-se que as perdas anuais para o setor heveicultor
causadas pela seca do painel, estejam em torno de 12 a 14%, sendo a incidéncia
nas areas de 12 a 50% (CHEN et al., 2003).

O primeiro sintoma da seca do painel de sangria é o surgimento de areas
parcialmente secas ao longo do painel. No estadio mais avancado da seca, o painel

de sangria fica completamente seco e sem fluxo de latex, afetando o rendimento da
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cultura. Outros sintomas podem ocorrer em estagios mais avancados como
escurecimento, espessamento e até mesmo descamacéo da casca (SOOKMARK et
al.,2002)

A inspecédo dos sintomas e dos sinais constituem a etapa inicial para diagnose das
doencas. Para compreender o patossistema é necessario caracterizar e identificar o
agente etiologico de uma doenca, permitindo melhores planos de manejo (AMORIM
et al., 2018). Para a identificacdo desse agente etiologico, diversas técnicas podem
ser utilizadas como microscopia, testes imunolégicos e analises moleculares
(PUTNAM, 1995).

A identificacdo correta do agente causal é de fundamental importancia para o
conhecimento e manejo da doenca, os métodos de identificacdo de espécies
utilizados tradicionalmente as vezes podem ser demorados e pouco conclusivos, o
que gera a demanda por novas técnicas, mais rapidas e com nivel de confiabilidade
maior (WARD et al, 2004). Os métodos baseados no DNA possibilitam uma analise
mais precisa da variabilidade genética, desta forma € possivel detectar alteracdes
mutacionais em regides com numero limitado de genes que se expressam em
enzimas (CORREL et al., 1993; SREENIVASAPRAD et al., 1994). O conhecimento a
respeito da variabilidade genética dos patdégenos torna-se de extrema importancia
por oferecer um suporte concreto que permite explicar uma gama de aspectos
bioldgicos (FALEIRO et al., 2004).

Além da correta identificacdo do agente causal faz-se necessario entender o
comportamento da doenca, como é seu processo de desenvolvimento no tempo e
no espaco, essas analises permitem compreender a sua interacdo com o hospedeiro
e o0 ambiente, o que contribui de forma significativa para tomada de decisédo e
manejo adequado (BERGAMIN FILHO et al., 2004).

Dado o exposto, com este trabalho objetivou-se: (a) realizar a caracterizacao
morfologica e molecular dos fungos associados a seca do painel de sangria da
seringueira; e (b) compreender a dindmica espaco-temporal da seca do painel de

sangria da seringueira.
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CAPITULO 1

Caracterizacado morfolégica e molecular de fungos associados a seca do painel de

sangria da seringueira no estado do Espirito Santo

Resumo: A ocorréncia de patdégenos associados ao painel de sangria da seringueira
ganha destaque, por afetar o desenvolvimento das plantas e a producdo do latex,
matéria-prima da borracha natural. Com este trabalho, objetivou-se realizar a
caracterizacdo morfolégica e molecular dos fungos associados ao painel de sangria
da seringueira. Para a identificacdo dos fungos associados ao painel de sangria
foram coletados fragmentos do painel em trés municipios: Mimoso do Sul,
Guarapari e Pinheiros. A partir dos isolamentos cada espécime fungica foi submetida
a caracterizacao morfolégica e molecular. Para caracterizacdo morfolégica e analise
molecular foram preparadas culturas monosporicas. A identificacdo molecular dos
isolados foi realizada com base na regidao rDNA ITS. Ao todo foram obtidos 58
isolados nas trés areas avaliadas, sendo 22 isolados em Mimoso do Sul, 23 em
Guarapari e 13 em Pinheiros. O fungo associado a seca do painel de sangria da
seringueira identificado pela caracterizacdo morfolégica e molecular nas areas
avaliadas, foi o fungo do género Fusarium spp. Foram sequenciados 23 isolados. As
espécies identificadas foram: Fusarium solani, F. lateritium e F. incarnatum. Este € o
primeiro relato da ocorréncia de F. lateritium na cultura da seringueira no Brasil e no

mundo.

Palavras-chave: Fusarium spp., seca do painel, diagnose, Hevea brasiliensis,

heveicultura.
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Abstract: The occurrence of pathogens associated with the tapping panel dryness
is highlighted, as they affect the development of plants and the production of latex,
raw material of natural rubber. The objective of this work was to perform the
morphological and molecular characterization of the pathogens associated with the
rubber bleeding panel. For the identification of the pathogens associated to the
tapping panel, fragments of the panel were collected in three municipalities: Mimoso
do Sul, Guarapari and Pinheiros. From the isolates was carried out the morphological
and molecular characterization of the isolates. Monosporic cultures were prepared for
morphological characterization and molecular analysis. The molecular identification
of the isolates was performed based on the ITS rDNA region. A total of 58 isolates
were obtained in the three evaluated areas, of which 22 were isolated from Mimoso
do Sul, 23 from Guarapari and 13 from Pinheiros. The pathogen associated to the
tapping panel of the rubber tree identified by the morphological and molecular
characterization in the evaluated areas was the fungus of the genus Fusarium sp.
Twenty-three isolates were sequenced. The species identified were: Fusarium solani,

F. lateritium and F. incarnatum.

Keywords: Fusarium spp., Tapping panel dryness, diagnosis, Hevea brasiliensis,
Rubber tree cultivation.
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1. INTRODUCAO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. De Juss.) Muell. — Arg] é uma
espécie nativa da amazoénica responsavel por fornecer a borracha natural, matéria-
prima para fabricacdo de produtos industriais. Atualmente € o Unico recurso de
borracha natural comercialmente usado de alta qualidade (ZWART et al., 2015). A
producdo de borracha natural pode ser afetada por diversos fatores, um dos
principais, sdo as doencas causadas por fungos que afetam o painel de sangria da
seringueira, pois prejudicam diretamente a exploracdo de latex (FURTADO;
TRINDADE, 2005).

A identificacdo de fungos fitopatogénicos tradicionalmente € feita pela caracterizacéo
morfologica, envolvendo a pigmentacdo das colbnias, textura, velocidade de
crescimento micelial, processo de formacdo, forma e tamanho de esporos
(BURGESS et al.,, 1995). Nos ultimos anos os métodos moleculares tém se
destacado como ferramenta complementar a taxonomia de fungos e nos estudos de

variabilidade genética em diferentes espécies fungicas (JEEWON et al., 2013).

A utilizacdo da analise molecular apresenta vantagens, pois ndo depende do estagio
de desenvolvimento, plasticidade morfolégica e facilidade de cultivo (SHARMA et al.,
2013). O sequenciamento de genes ribossomais fornece uma rapida deteccdo e
identificacdo dos fungos (BORMAN et al., 2008). A regidao do espacador interno
transcrito (ITS) € um dos alvos ribossomais mais utilizados para identificacdo (CHEN
et al., 2000), pode ser amplificada a partir de um amplo espectro de fungos
utilizando os primers ITS1 e ITS4 (CHEN et al., 2001).

As regifes do ITS do RNA ribossomal possuem regides conservadas do DNA que
auxiliam no estabelecimento das relacfes filogenéticas e na distincdo das espécies
(CHEN et al., 2004). A regidao do ITS do rDNA esta localizada entre 0os genes
18SrDNA e 28SrDNA e pode ser amplificada utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos por PCR, 0 que tem se tornado pratica comum para identificacdo de
fungos (SCHOCH et al., 2012)

A PCR é uma técnica empregada para amplificacdo de DNA, que vem sendo
utilizada para os mais diversificados objetivos, incluindo a identificacdo de patégenos
em plantas (LAU; BOTELLA, 2016). A PCR permite a sintese especifica da parte do
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DNA em milhdes de copias através de ciclos alternados de desnaturacéo,
recozimento e alongamento usando primers especificos. A utilizacdo de primers
especificos permite uma identificacdo altamente confiavel para determinadas regides
(FANG; RAMASAMY, 2015).

A diferenciacdo e a identificagdo precisa dos patdégenos de plantas sdo passos
importantes para o manejo de doencas de plantas, a fim de iniciar medidas
preventivas e/ou curativas. Portanto, diante do exposto, objetivou-se, realizar a
caracterizagcdo morfolégica e molecular dos fungos associados a seca do painel de
sangria da seringueira, coletados em diferentes regides do estado do Espirito Santo.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras do painel de sangria foram coletadas em trés regides produtoras,
localizadas nos municipios de Mimoso do Sul, Guarapari e Pinheiros no estado do

Espirito Santo.
2.1 Obtencéao e preservacéao dos Isolados

Para o isolamento dos fungos coletou-se fragmentos da casca do painel de sangria
da seringueira nas trés regiées produtoras (FIGURA 1). Nos municipios de Mimoso
do Sul e Guarapari, os fragmentos da casca do painel de sangria foram do clone FX
3864, enquanto que em Pinheiros, coletaram-se os fragmentos da casca dos clones
FX 3864, SIAL 1005, IAN 6590, CDC 508, FDR 4575, FDR 5788, FX4098, CDC 56 e

CDC 312, em um plantio experimental de competicéo de clones.
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Figura 1 — Coleta de fragmentos do painel de sangria da seringueira de arvores com sintomas da

Seca.

As amostras coletadas foram levadas ao laboratorio, para o isolamento dos fungos.
Os fragmentos da casca do painel foram submetidos a desinfestacdo em solucao de
alcool 70% por um minuto, solucdo de hipoclorito de sédio 2% por 2 minutos e
enxague em agua autoclavada esterilizada. Em seguida, os fragmentos foram
depositados sobre papel toalha para secagem. Todos os procedimentos foram
realizados dentro da cAmara de fluxo laminar. ApGs a secagem, os fragmentos foram
colocados em placas de petri de 9 cm de diametro contendo meio Batata-Dextrose-
Agar (BDA) (39 g/L) e depois foram mantidos em camara tipo BOD (Biological

Oxygen Demand) a temperatura de 25 + 1°C durante 7 dias.
2.2 Obtencéo dos isolados monospoéricos

Para a obtencédo das culturas monospdricas a metodologia utilizada foi a descrita por
Alfenas; Mafia (2007). Para isso, preparou-se uma suspensao de esporos diluida em
adgua esterilizada autoclavada, contendo aproximadamente 1 x 103 esporos.mL™.
Logo, verteu-se 1 mL desta suspensao em placa de petri contendo meio de cultura
agar-agua e espalhou uniformemente, com movimentos rotatérios manualmente até

cobrir toda a superficie do meio, sendo incubadas a 25 + 1°C durante 24 horas.
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ApoOs esse periodo, as placas foram analisadas em microscopico oOptico para
observacdo dos esporos germinados em meio de cultura. Os esporos germinados
isoladamente foram repicados com auxilio de uma algca previamente flambada. Foi
retirada uma por¢do do meio Agar-agua (1 mm?2) com o esporo ja germinado,
transferindo-o para o centro de uma placa de Petri, contendo meio de cultura BDA

Acumedia®, em condi¢cOes asseépticas.
2.3 Caracterizacdo morfoldgica

As laminas para observacdo das estruturas dos fungos foram realizadas pelo
processo de repicagem. Com o auxilio de uma alca foram retirados os esporos de
cada coldnia e depositados em laminas contendo uma gota de lactofenol, e cobertas
com uma laminula. Posteriormente, as laminas foram vedadas passando esmalte
nas bordas das laminulas, para preservacdo até a observacdo em microscépio
optico. A caracterizacdo baseou-se na taxonomia de Fusarium spp. (LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Foram avaliados a forma, o tamanho e o nimero de septos

dos macroconidios, microconidios e/ou mesoconidios (FIGURA 2).

Figura 2 - Morfologia dos esporos utilizada na identificacdo de espécies de Fusarium. A-D: Forma

macroconidial. A. Tipico macroconidio de Fusarium. Célula apical a esquerda, célula basal a direita.
B. Macroconidio delgado, reto, quase em forma de agulha, p. ex., F. avenaceum. C. Macroconidio

com curvatura dorsiventral, p. ex., F. equiseti. D. Macroconidio com lado dorsal mais curvado que o
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ventral, p. ex., F. crookwellense. E-H: Formas das células apicais dos macroconidios. E. Abrupto, p.
ex., F. culmorum. F. Papilar, p. ex., F. sambucinum. G. Curvado, p. ex., F. lateritium. H. Afunilado, p.
ex., F. equiseti. I-L: Formas das células basais dos macroconidios. I. Formato de pé, p. ex., F.
crookwellense. J. Formato de pé alongado, p. ex., F. longipes. K. Distintamente entalhado, p. ex., F.
avenaceum. L. Mal entalhado, p. ex., F. solani. M-T: Forma microconidial. M. Oval. N. Oval de duas
células. O. Oval de trés células. P. Reniforme. Q. Obovoide com a base truncada. R. Piriforme. S.
Napiforme. T. Globoso. FONTE: LESLIE; SUMMERELL, 2006.

2.4 Extracao e quantificacdo do DNA

O DNA de cada isolado foi extraido utilizando a metodologia proposta por Gardes &
Bruns (1993) com as seguintes modificagfes: os micélios fungicos foram transferidos
para microtubos de 1,5 ml e macerados no “MagNA Lyser” (Roche®) a 3000 rpm por
90 segundos. Em seguida foi adicionado 600 pL de tampéo de extracdo (200 mM de
Tris HCI, 250 mM de NaCl, 25 mM de EDTA, 0,5 % de SDS) e foi agitado por 30

segundos em vortex.

Posteriormente, incubou-se a 90°C por 10 min e foram adicionados 300 uL de
acetato de sodio (3M) e homogeneizado por inversdo. Em seguida foram levados ao
freezer a -20°C durante 20 min. Apés esse periodo, foi centrifugado a 15000 rpm
durante 15 min e 700 pL de sobrenadante foram transferidos para novos microtubos,
seguindo-se a adicdo de 700 pL de isopropanol e foram incubados a temperatura

ambiente por 10 min.

Apoés esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 15 min e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com alcool 70% e colocado
para secagem em camara de difusdo laminar. Apos a secagem, as amostras foram
ressuspendidas em 50 pL de agua. Por fim, foi adicionado 1 pL de RNAse e
incubado a 37°C por 30 min.

O DNA obtido de cada isolado foi quantificado e a concentracéo foi ajustada para 10
ng PL* utilizando-se o Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.). O DNA foi
estocado em freezer a — 20°C, para evitar a degradacgéo, sendo descongelado para

as reacoes de PCR.
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2.5 Analise por PCR

Os oligonucleotideos usados para amplificacdo foram ITS1 - (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) € ITS4 — (5° - TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
(White et al., 1990). As reacdes PCRs foram incubadas em um termociclador Veriti
96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®) e a cada reagcdo com volume final de
13 pL foi adicionado cerca de 20 ng de DNA gendmico.

Para as analises o reagente de extracao foi o Master Mix, composto de 5X Green
GoTag® Flexi Buffer (Promega Inc.), 10mM de cada dNTPs, 25 mM MgClz2, 20 mg/mi
BSA, 5 unidades de Taq DNA polimerase (Promega Inc.). A reacgao foi composta de
7,5 uL de Master Mix, 0,2 yL de cada primer, 2 ng de DNA extraido e 5,1 uL de

agua.

O termociclador foi programado para um ciclo de 95 °C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, com

uma extensao final de 72 °C por 5 minutos.

Uma aliquota de 4 uL da reagdo de PCR de cada amostra foi separada em gel de
agarose 1,2 % e a eletroforese foi realizada a 80 v/ 250 mA/ 90 minutos e utilizando
o marcador DNA Ladder 100 pb (KASVI) para observar o tamanho dos fragmentos

obtidos. Apéds a corrida, o gel foi colocado em brometo de etidio 1% por 15 minutos.

Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta pelo sistema de fotodocumentacao
modelo ChemiDoc XRS + System (BIO-RAD®).

2.6 Purificacédo do produto de PCR e sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados com enzimas Exonuclease | (Exo I) e FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase para retirada de reagentes excedentes da
reacdo de PCR, como primers e nucleotideos ndo incorporados. Para cada reacao
de PCR foi utilizado 0,5uL de Exo | (10U), 1 uL de FastAP (1U) e 5uL da reacédo da
PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos e em seguida foi aquecida a
85°C por 15 minutos, utilizando o termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler

(Applied Biosystems®).
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Posteriormente, as amostras foram encaminhadas para a empresa Myleus Facility

para serem sequenciadas e em seguida analisadas.
2.7 Analise dos resultados

Os cromatrogramas foram analisados utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999). As
amostras em analise foram alinhadas e confrontadas com as amostras referéncia

disponibilizadas no banco de dados Genbank, para identificacdo das espécies.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, foram obtidos 58 isolados coletados nas &reas de plantio de seringueira no
estado do Espirito Santo, nos municipios de Mimoso do Sul (TABELA 1), Guarapari
(TABELA 2) e Pinheiros (TABELA 3).

Dos 22 isolados obtidos em Mimoso do Sul, seis foram sequenciados, sendo todos
Fusarium solani (TABELA 1, FIGURA 4). As demais amostras que ndo foram
sequenciadas foram identificadas morfologicamente como sendo do género

Fusarium.

Tabela 1 — Identificacé@o dos isolados coletados no municipio de Mimoso do Sul — ES.

Amostra Clone Id. morfologica Id. Molecular* Score Identidade
M04 FX3864 Fusarium sp. - ) )
MO5 FX3864 Fusarium sp. - - -
MO8 FX3864 Fusarium sp. - - -
M12 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 211 86%
M15 FX3864 Fusarium sp. - } )
M18 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 798 95%
M21 FX3864 Fusarium sp. - - -
M29 FX3864 Fusarium sp. - - -
M30 FX3864 Fusarium sp. - - -
M31 FX3864 Fusarium sp. - - -
M32 FX3864 Fusarium sp. - - -
M35 FX3864 Fusarium sp. - - -
M36 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 798 95%
M39 FX3864 Fusarium sp.

M57 FX3864 Fusarium sp. - - -
M65 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 211 86%
M130 FX3864 Fusarium sp. - - -

M163 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 870 97%
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M183 FX3864 Fusarium sp. - - -
M191 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 211 86%
M207 FX3864 Fusarium sp. - - -
M250 FX3864 Fusarium sp. - - -

* |d — Identidade

A identidade molecular dos isolados de Fusarium spp. com as sequéncias
nucleotidicas encontradas no GenBank variou de 86 a 97% para a regido rDNA ITS

na area de Mimoso do Sul.

A espécie de Fusarium solani (FIGURA 3) foi verificada nas trés areas de coleta. A
forma do macroconidio foi classificada como “A” (macroconidio em formato tipico de
Fusarium), “D” Macroconidio com lado dorsal mais curvado que o ventral. O
tamanho médio dos macroconidios variou entre 12.66 — 15.40 um de comprimento e
0 numero médio de septos foi cinco. As células apicais foram classificadas como
curvadas e as células basais como mal entalhadas. A forma do microconidio variou

entre oval e ovoide, e sem septos presentes.

Figura 3 — Microscopia éptica de esporos de F. solani.

Esta espécie tem a capacidade de atingir um diversificado numero de plantas, como
leguminosas e plantas tropicais (LESLIE & SUMMERELL, 2006). O F. solani tem
varios registros de ocorréncia em muitas culturas encontradas no Brasil. A espécie
foi relatada ocorrendo em painéis de sangria da seringueira nos estados de Séao
Paulo, Mato Grosso e Bahia (FURTADO et al., 2001).
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Figura 4 — Coloragdo das colbnias dos isolados monosporicos (frente e verso) coletados na area
de Mimoso do Sul — ES.



Tabela 2 — Identificagdo dos isolados coletados no municipio de Guarapari — ES.
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Amostra Clone Id. morfolégica Id. Molecular* Score Identidade
G03 FX3864  Fusarium sp. - - -
GO08 FX3864 Fusarium sp. - - -
G10 FX3864 Fusarium sp. - - -
G20 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 809 95%
G30 FX3864  Fusarium sp. -

G39 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 933 99%
G39I FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 924 98%
G42 FX3864 Fusarium sp. - - -
G43 FX3864  Fusarium sp. - - -
G45 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 470 93%
G72 FX3864 Fusarium sp. - - -
G88 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 924 98%
G109 FX3864  Fusarium sp. - - -
G109l FX3864 Fusarium sp. - - -
G115 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 896 98%
G160 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 889 97%
G183 FX3864  Fusarium sp. - - -
G208 FX3864 Fusarium sp. Fusarium lateritium 374 87%
G210 FX3864 Fusarium sp. - - -
G229 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 292 87%
G230 FX3864 Fusarium sp. - - -
G232 FX3864 Fusarium sp. - - -
G250 FX3864 Fusarium sp. - - -

* |d— ldentidade

Dos 23 isolados obtidos em Guarapari (FIGURA 5), nove foram sequenciados,
sendo oito identificados como F. solani e um como F. lateritium (TABELA 2, FIGURA
6). As demais amostras que nado foram sequenciadas foram identificadas

morfologicamente como sendo do género Fusarium.

A identidade molecular dos isolados de Fusarium spp. com as sequéncias
nucleotidicas encontradas no GenBank variou de 87 a 98% para a regido rDNA ITS

na area de Guarapari.

O isolado G208 foi classificado como pertencente a espécie Fusarium lateritium. A
forma do macroconidio foi classificada como “A” (macroconidio em formato tipico de
Fusarium), “D” Macroconidio com lado dorsal mais curvado que o ventral. O
tamanho médio dos macroconidios variou entre 16.19 - 16.79 ym de comprimento e

0 numero médio de septos foi cinco. As células apicais foram classificadas como
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curvadas e as células basais como mal entalhadas. A forma do microconidio variou

entre oval e ovoide, e sem septos presentes.

Figura 6 — Microscopia Optica dos esporos do isolado G208 (F. lateritium).

Neste trabalho foi identificado a presenga de microconidios e mesoconidios de F.
lateritium, na literatura ndo ha relatos dessa espécie em associacdo com

H.brasiliensis causando doencas no painel de sangria da seringueira.
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Figura 5 — Coloracdo das colénias dos isolados monospéricos (frente e verso) coletados na area

de Guarapari — ES.
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Em Pinheiros foram obtidos 13 isolados (FIGURA 7), desse total, oito amostras
foram sequenciadas, sendo seis identificadas como F. solani, uma como F. lateritium
e uma como F. incarnatum (TABELA 3, FIGURA 8). As demais amostras que nao
foram sequenciadas foram identificadas morfologicamente como sendo do género

Fusarium.

Tabela 3 — Identificagdo dos isolados coletados no municipio de Pinheiros — ES.

Amostra Clone Id. morfolégica Id. molecular Score Identidade
PO1 SAIL 1005 Fusarium sp. Fusarium lateritium 904 98%
P02 FX3864 Fusarium sp. - - -
P08 IAN6590 Fusarium sp. Fusarium incarnatum 821 97%
PO8I IAN6590 Fusarium sp. Fusarium solani 905 98%
P09 FX3864 Fusarium sp. Fusarium solani 398 89%
P10 CDC508 Fusarium sp. - - -
P11 CDC508 Fusarium sp. Fusarium solani 837 97%
P12 FDR4575 Fusarium sp. Fusarium solani 889 98%
P15 FDR5788 Fusarium sp. Fusarium solani 928 99%
P16 FX4098 Fusarium sp. Fusarium solani 889 98%
P17 FX3864 Fusarium sp. - - -
P18 CDC56 Fusarium sp. - - -
P19 CDC312 Fusarium sp. - - -

* |d — Identidade.

A identidade molecular dos isolados de Fusarium spp. com as sequéncias
nucleotidicas encontradas no GenBank variou de 97 a 99% para a regido rDNA ITS

na area de Pinheiros.

O isolado P08 foi classificado como pertencente a espécie F. incarnatum. A forma do
macroconidio foi classificada como “A” (macroconidio em formato tipico de
Fusarium), “B” Macroconidio delgado, reto, quase em forma de agulha. O tamanho
médio dos macroconidios variou entre 28.35 — 31.65 um de comprimento e o
namero meédio de septos foi oito. As células apicais foram classificadas como
curvadas e as ceélulas basais como mal entalhadas. A forma do microconidio variou
entre oval e ovoide, e sem septos presentes. Resultados similares com Fusarium

incarnatum (sin.: Fusarium semitectum) foram encontrados em dendezeiro
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(SUWANDI; AKINO; KONDO, 2012), em nogueira comum (BELISARIO et al., 2010)
e em pitaia (HAWA; SALLEH; LATIFFAH, 2010). Neste trabalho s6 foi observado a
presenca de mesoconidios. Mali et al. (2016) também observou a auséncia de

microconidios para essa espécie (sin.: Fusarium semitectum).

Figura 7 — Coloracdo das colbnias dos isolados monospéricos (frente e verso) coletados na area
de Pinheiros — ES.
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Os danos causados pelo fungo Fusarium spp., em seringueira vem se destacando
pelos prejuizos causados a producéo de latex e no aumento de arvores infectadas.
O fungo penetra na planta por meio dos ferimentos ocasionados durante a sangria

das arvores, sendo esse disseminado, se o material de corte nao for esterilizado.

A técnica de analise molecular é uma ferramenta imprescindivel para correta
identificacdo dos patdgenos. Além do uso do rDNA ITS, considerado marcador

universal para identificagdo de fungos.

A analise molecular complementou a caracterizacdo morfolégica, e validou os
resultados morfoldgicos, confirmando a presenca do género Fusarium associado a

seca do painel nas areas de coleta.

Até o momento ja foi relatada ocorréncia de espécies de Fusarium nas principais
regides produtoras de borracha natural do mundo, tais como: F. solani no Brasil,
Malasia, Sri Lanka e China, F. oxysporum na Malasia e na China, F. incarnatum na
Malasia, F. decemcellulare no Brasil e no Congo, F. moniliforme e F. verticillioides no
Brasil, F. tumidum na Malasia, F. javanicum na China, Sri Lanka e india (FURTADO
et al., 2001; BETELONI et al., 2009; DORIA, 2012; LI et al., 2014; HUANG et al.,
2016). Este é o primeiro relato de Fusarium lateritium em H. brasiliensis no Brasil e

no mundo. Sera realizado o teste de patogenicidade desse isolado.

4. CONCLUSAO

Os fungos associados ao painel de sangria da seringueira identificados pela
caracterizacdo morfolégica e molecular nas areas avaliadas, foram os do género

Fusarium sp.

Foram sequenciados 23 isolados, destes foram identificadas trés espécies: Fusarium

solani, F. lateritium e F. incarnatum.

Este é o primeiro relato da ocorréncia de F. lateritium na cultura da seringueira no

Brasil e no mundo.
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CAPITULO 02

Dinamica espaco-temporal da seca do painel de sangria da seringueira

Resumo: A seca do painel de sangria da seringueira € um dos principais problemas
encontrados nas regifes produtoras de borracha em todo o mundo. Pouco se sabe
sobre a etiologia e epidemiologia dessa doenca nas areas de plantio de seringueira.
Objetivou-se com este trabalho, compreender a dindmica espacgo-temporal da seca
do painel de sangria da seringueira. Foram avaliadas duas areas de producdo de
seringueira no estado do Espirito Santo, nos municipios de Mimoso do Sul e
Guarapari, cultivadas com o clone FX3864. Ao todo foram realizadas doze
avaliacdes, em que foi verificada a intensidade da doenca em 250 plantas, ao longo
do tempo. A avaliacdo da intensidade da doenca foi realizada com auxilio de uma
escala de notas com variacdo de nota de 1 a 4. A atribuicdo das notas era de acordo
com a sintomatologia apresentada no painel de cada arvore e os resultados foram
submetidos a analise temporal e espacial para verificar o comportamento da doenca.
Foi possivel verificar a incidéncia de 100% nas duas areas em todas as avaliacdes
realizadas, com variacdo na atribuicdo das notas 2 e 3. Os meses de outubro/16 a
fevereiro/17, para as duas areas, e dezembro/17 para Guarapari, foram os meses
com a maior severidade da doenca. A doenca apresentou maior distribuicdo espacial
na linha de plantio com tendéncia a agregacao dos focos.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, analise da dindmica e estrutura de foco,

epidemiologia.

Abstract: The tapping panel dryness is one of the main problems encountered in
rubber producing regions around the world. Little is known about the aetiology and
epidemiology of this disease in the rubber plantation areas. The objective of this work
was to understand the space-time dynamics of the drought of the rubber tree
bleeding panel. Two areas of rubber production were evaluated in the state of
Espirito Santo, in the municipalities of Mimoso do Sul and Guarapari, cultivated with

clone FX3864. Twelve evaluations were carried out, in which the intensity of the
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disease was verified in 250 plants, over time. The evaluation of the intensity of the
disease was performed with the help of a scale of notes with a variation of 1 to 4. The
assignment of the scores was according to the symptomatology presented in the
panel of each tree and the results were submitted to temporal and spatial analysis to
verify the behavior of the disease. It was possible to verify the incidence of 100% in
the two areas in all evaluations, with variation in the attribution of grades 2 and 3.
The months of October/16 to February/17, for the two areas, and December/17 for
Guarapari, were the months with the highest severity of the disease. The disease

showed a clustered distribution, with tendency to aggregation of foci in the plant line.

Keywords: Hevea brasiliensis, the dynamics and structure analysis of foci technique,

epidemiology.

1. INTRODUCAO

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. De Juss.) Muell. — Arg] é nativa de
florestas tropicais na regido amazdnica da América do Sul, incluindo Brasil,
Venezuela, Equador, Colémbia, Peru e Bolivia. Foi introduzida em muitas regides
tropicais ou subtropicais em todo o mundo e é cultivada em muitas dessas regides
(PRIYADARSHAN, 2011).

E a espécie mais utilizada para exploracdo comercial de latex pela qualidade e
quantidade que produz (GONCALVES; FONTES, 2009). O latex produzido é
matéria-prima da borracha natural amplamente utilizada para fabricacdo de uma
variedade de produtos (CRERDCHIM; SATANSAT, 2016). Entre esses produtos
destacam-se pneus, luvas manuais, preservativos, materiais cirirgicos e uma
diversidade de outros produtos (SOMWONG et al., 2017).

A produtividade e a vida util do seringal estdo diretamente ligadas a sangria da
seringueira, considerada como uma das praticas mais importantes da cultura, e que
representa 60% dos custos totais da extracdo da borracha (GONCALVES et al.,
2000).

As seringueiras séo suscetiveis a fatores de estresse bioticos (fungicos, bacterianos,

etc.) bem como abidticos (seca, frio e ferimentos) que afetam significativamente o
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rendimento da cultura (JACOB et al., 1999). Como em outras plantas cultivadas, as
condicbes fisiolégicas das plantas e as doencas provocadas pelo atague de

patogenos influenciam diretamente na producéo da borracha natural (FAY, 2011).

No Brasil, as doencas que ocorrem na cultura, principalmente as que afetam o painel
de sangria, sdo o0s principais entraves na producdo e exploracdo do latex
(FURTADO; TRINDADE, 2005). Informac¢des sobre a epidemiologia das doencas
que afetam o painel de sangria da seringueira sao extremamente importantes para

compreender o0 patossistema e esclarecer o progresso da doenca.

Uma forma de caracterizar espacialmente a epidemia é com a analise de dinamica e
estrutura de focos (ADEF), cujas avaliacfes sédo baseadas na incidéncia. O foco de
doenca é definido como &rvores que apresentam sintomas imediatamente
adjacentes no padrdo de proximidade vertical, horizontal ou diagonal (NELSON,
1996). E considerado como foco um agrupamento de plantas doentes ou lesdes,
podendo caracterizar uma fonte de indculo ou coincidir como uma area favoravel ao
estabelecimento da cultura (LARANJEIRA et al., 1998). Por ser simples e de facil
utilizacéo, a aplicacdo deste método permite determinar um razoavel nimero de
descritores da epidemia, tais como o numero de focos de plantas doentes, sua
forma, e o nimero médio de plantas por foco e sua capacidade em funcédo da
incidéncia da doenca. Além da rapidez e simplicidade de execucéo, o uso da ADEF
pode complementar informacdes de outras técnicas de analise espacial (JESUS
JUNIOR; BASSANEZI, 2004)

Visto a importancia das informacfes epidemioldgicas sobre a seca do painel de
sangria da seringueira, este trabalho teve como objetivo caracterizar a dinamica e

estrutura de focos da seca do painel de sangria da seringueira.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacdo da area de estudo e amostragem

As éareas de estudo estdo localizadas nos municipios de Mimoso do Sul (Al)
(21°6'8.85"S, 41°25'21.88"0) (FIGURA 1) e Guarapari (A2) (20°38'23.68"S,
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40°33'41.68"0) (FIGURA 2), pertencentes as regibes sul e metropolitana,

respectivamente no estado do Espirito Santo.

Figura 1- Imagem aérea da area de avaliagdo do clone FX3864, no municipio de Mimoso do
Sul — ES.

FIGURA 2 - Imagem aérea da area de avaliagao do clone FX3864, no municipio de Guarapari
- ES.
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O tamanho de cada area de plantio é de aproximadamente um (1,0) hectare. O
clone plantado nas duas areas é o FX 3864. A idade do seringal na area Al é de
dez anos, e na A2 de quinze anos. A altitude da Al estd entre 290 a 320 m,
enquanto na A2 esta entre 50 a 70 m.

Em cada area foram avaliadas 250 plantas, com espacamento de 7m x 3m em curva
de nivel. A primeira avaliacdo para a quantificagdo da incidéncia da seca do painel
foi em outubro de 2017, ap6s 90 dias realizou-se a segunda avaliagcdo. A partir

desta, as avaliacdes ocorreram no intervalo de 30 dias, tendo ao final 12 avaliacdes.

Para avaliacdo da distribuicdo das doencas durante os meses avaliados, aplicou-se
a analise de dinamica e estrutura de focos, através de planilhas de campo, onde foi
analisado o numero total de ocorréncia de focos (NF), focos unitarios (FU), nUmero

médio de plantas por foco (NMPF).

O indice de compactacdo de foco (ICF) e indice de formacédo de foco (IFF) foram

calculados pela equacéo:

If
(1) @
NF

Em que:

IFF = indice médio de forma de focos;

If = nimero maximo de linhas ocupadas no foco;

Ic = nimero maximo de colunas ocupadas no foco;
NF = nuamero total de ocorréncia de focos.

Em que:

Valores de IFF = 1,0 indicam focos isodiamétricos.

Valores de IFF > 1,0 indicam focos com maior comprimento na direcdo entre as

linhas de plantio.

Valores de IFF < 1,0 indicam focos com maior comprimento na direcdo da linha de

plantio.
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ICF = (%) (4)

NF

Em que:

ICF = indice médio de compactacédo de focos;

If = nimero méximo de linhas ocupadas no foco;

Ic = nUmero maximo de colunas ocupadas no foco;
NF = numero total de ocorréncia de focos.

Em que:

Valores de ICF proximos a 1,0 indicam focos mais compactos, isto €, maior

agregacao e proximidade entre todas as plantas pertencentes ao foco.

Levou-se em consideracdo para as analises os valores de maior severidade que se
repetiram em todas as avaliagdes, a nota 3. Considerou-se como foco as arvores
que apresentavam maior nota de severidade, no caso nota 3 e as arvores
adjacentes no padrdo de proximidade vertical, horizontal ou diagonal com a mesma

nota.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélise Temporal

Foram realizadas doze avaliagcdes nas duas areas Al e A2 do experimento, nesse
periodo verificou-se 100% de incidéncia da seca do painel nas plantas avaliadas.
Para realizacdo da extracéo do latex da seringueira se faz necessério a utilizagédo da
faca de sangria, a utilizacdo desta ferramenta pode causar injdrias mecéanicas, além

de funcionar como meio de disseminacao de patdgenos, principalmente, quando néo
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realizada a sua desinfestacdo de uma planta para outra, e/ou causando ferimentos,

gue servem de abertura para penetracao e colonizacao de patdégenos.

Durante o periodo avaliado, a severidade da doenca ficou entre as notas 2 e 3 nas
duas areas (FIGURA 3). Na Al houve na maior parte dos meses a ocorréncia da
nota 2 (FIGURA 3A), jA para A2, a nota 2 prevaleceu em todas as avaliagfes
(FIGURA 3B). Os meses de outubro/16 a fevereiro/17, para as duas éareas, e
dezembro/17 para A2, foram os meses com a maior nota da doenca.

A B .

Ly Nota 3
100

Nota 2
Pcta 3 &0

nciddncia (%)
A

X 8 30 120 WO W0 2 240 2N 00 W W W 00 0 120 150 180 210 240 270 N0 30 W0

Figura 3 — Curvas de progresso das notas de severidade nas areas de avaliacdo: A) Mimoso do Sul

(A1); B) Guarapari (A2).

Os valores de AACPI foram de 18300 e 14700 para notas 2 e 3, respectivamente,
para Al, totalizando 33000, e de 27408 e 5592, para notas 2 e 3, respectivamente,
para A2, totalizando 33000 (FIGURA 4).
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Figura 4 — Area abaixo da curva de progresso da incidéncia AACPI: a) Mimoso do Sul; b) Guarapari.

Os modelos matematicos testados para o0 ajuste das curvas de progresso da seca
do painel (logistico, monomolecular, Gompertz) apresentaram valores diversificados
de coeficiente de determinacdo. Dessa forma, nao foi possivel a escolha de um dos
modelos citados acima para as areas avaliadas, o que impossibilitou a comparacéo

entre o indculo inicial e a taxa de progresso da doenca entre as duas areas.

3.2Analise Espacial

As curvas do numero de focos unitarios e do numero de focos apresentaram
padrées semelhantes, porém os picos foram diferentes. Ao mesmo tempo que houve
a reducdo do namero de focos unitarios com o aumento da incidéncia na area Al,
ocorreu a reducdo do numero de focos, ao passo que o numero médio de plantas
por foco aumentou gradativamente com o aumento da incidéncia na area. Com 20%
de incidéncia na area Al, 15% dos focos eram constituidos por uma Unica planta,
com 80 % da incidéncia na area com pouco mais de 1% dos focos era unitario
(FIGURA 5).
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Figura 5 — Dindmica de focos da seca do painel de sangria da seringueira na area de Mimoso do Sul
(H. brasiliensis): (A) Numero de focos unitarios (FU); Namero de focos (NF); Numero médio de

plantas por foco (NMPF).

A sangria realizada nas areas de cultivo era realizada ao longo das linhas de plantio,
sem desinfestacdo da faca de sangria durante a extracdo do latex, o que contribui

diretamente no processo de disseminac¢édo da doenca nas areas.

O NMPF aumentou com o aumento da incidéncia de plantas com os sintomas da
seca do painel de sangria (FIGURA 5C). Este fato evidencia a maior proximidade
das plantas com sintomas observados em campo, no qual havia um maior nimero
de plantas sintomaticas seguindo as linhas de plantio. Até 40% de incidéncia, 0
NMPF era inferior a 10 plantas por foco, alcancando o numero médio de 70 plantas
por foco com incidéncia de 80%. Grandes focos s6 foram observados na area Al

com valores de incidéncia acima de 40% (FIGURA 5C).
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Figura 6 — Dinamica de focos da seca do painel de sangria da seringueira na area de Guarapari (H. brasiliensis),
na area de Mimoso do Sul: A) Nimero de focos unitarios (FU); B) Namero de focos (NF); C) Nimero médio de
plantas por foco (NMPF).

A incidéncia na area A2 foi inferior a 40% (FIGURA 6) com incidéncia de 30%, a
area apresentava 13% dos focos constituidos por uma anica planta. O NF aumentou
conforme houve um aumento na incidéncia de plantas sintométicas, com 20% de
incidéncia o NF era de 21 focos na area. O NMPF manteve-se baixo ao longo das

avaliacdes mantendo-se inferior a 10 plantas por foco.

As duas areas avaliadas apresentaram padrdo de focos diferentes quando
comparadas entre si, a incidéncia da seca do painel nas duas areas de estudo

diferencas.
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Figura 7 — Estrutura de focos da seca do painel de sangria da seringueira na area de Mimoso do Sul: A)
indice de compactacgéo de foco (ICF); B) indice de formac&o de foco (IFF).

Os valores encontrados para ICF oscilaram durante o periodo avaliado, a média de
ICF para area foi de 0,78. Os focos que apresentam valores préoximos a 1 séo
considerados compactos e valores menores sdo considerados menos compactos.
Em relacdo aos valores encontrados par IFF a média na area foi de 0,98, sendo que
quando a &rea apresentou incidéncia entre 40% e 60% os valores de IFF ficaram

acima de 1, depois esse valor reduziu conforme o aumento da incidéncia.

Na A2 a incidéncia ficou abaixo de 40%, o valor médio de ICF foi de 0,81 durante o
periodo avaliado. Para o IFF o valor médio encontrado para area foi de 0,86. Os
valores de IFF ficaram acima de 1 quando a incidéncia ficou entre 15% e 20%
(FIGURA 8).
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Figura 8 — Estrutura de focos da seca do painel de sangria da seringueira na area de Guarapari: A)

indice de formac&o de foco (ICF); B) indice de formac&o de foco (IFF).

Os valores do indice de formacéo de focos quando analisados em conjunto para as
duas areas avaliadas, apresentaram valores de IFF menores que 1, indicando que a
seca do painel de seringueira ocorreu em distribuicdo nas linhas de plantio, havendo

um maior numero de plantas doentes nas linhas de plantio.

A aplicacdo da ADEF no estudo da seca do painel de sangria da seringueira permite
conhecer como a doencga se comporta no espaco e seu modo de disseminacdo. Em
hospedeiros perenes, doencas de causa bidtica, exibem padrées definidos de

aparecimento e de crescimento de focos (LARANJEIRA, 1997).

Os resultados obtidos para seca do painel de sangria da seringueira sugerem o
envolvimento de processos bidticos na formacao dos focos de plantas com sintomas

da seca do painel.

A epidemia da seca do painel de sangria iniciou com a formacéo de focos unitarios
no talhdo. O progresso da doenca ocorre principalmente com aumento de novos
focos unitarios, e pelo aumento do nimero de plantas por foco e pela maior
compacidade dos focos, indicando maior agregacao e proximidade entre todas as
plantas pertencentes ao foco, originando focos com maior comprimento na dire¢cao
da linha de plantio. Esse resultado é semelhante ao encontrado por Souza (2007) no
estudo da distribuicdo espacial do cancro basal do eucalipto e por Tumura (2012) no

estudo da murcha de Ceratocystis em eucalipto.
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4. CONCLUSAO

Houve 100 % de incidéncia da seca do painel de sangria da seringueira nas areas e

no periodo avaliado.

A distribuicdo espacial da doencga ocorreu nas linhas de plantio com tendéncia da

agregacao dos focos.
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