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E se a gente se acostumar?

E se a gente se acostumar a ndo querer,
A néo poder,

A ndao tentar,

A ndo sentir,

A nao insistir,

A nao existir?

Se acostumar a monotonia verbal,
A concordancias sem sentidos,

A contextos insipidos,
Fundamentos vazios,

Motivos abstratos,

Sentimentos baratos?

Seja o0 descostume a esséncia destoante
nesse mundo de costumes tdo comuns.

lwanne Coelho
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RESUMO GERAL

A presenca de microrganismos é determinante chave a sanidade das plantas e
produtividade de cultivos. A incidéncia de queima-das-folhas ou da podriddo basal dos
frutos, configura-se um dos maiores problemas fitossanitarios da cocoicultura e representa
ameaca para toda a cadeia produtiva, principalmente em coco-verde, resultando em perdas
significativas inclusive em frutos destinados a producédo de agua, podendo acometer desde a
fase pré até a pos colheita. Sendo um fitopatdgeno de distribuicdo cosmopolita, capaz de
sobreviver como endofitico ou saprofitico, 0 manejo fitossanitario de Lasiodiplodia é
duplamente complexo e dispendioso. Esse manejo é realizado por aplicacdo de fungicidas
sisttmicos de significativos indices toxicoldgicos e graves implicacdes em toda cadeia
trofica. Diante dos riscos de contaminagdo humana/ambiental e ao surgimento de linhagens
fitopatogénicas resistentes, relacionados ao uso desses produtos quimicos, a adequada
identificacdo do patogeno configura-se essencial a tomada de decisdo sobre medidas de
manejo cabiveis. Além disso, medidas alternativas agregadas ao manejo convencional, como
a prospeccao e aplicagdo de leveduras biocontroladoras, podem representar uma alternativa
ecologicamente sustentavel, passivel de aplicacdo em sistemas de manejo integrado ao
controle de fitopatogenos, principalmente aqueles relacionadas a doencas pds-colheita.
Nesse estudo, abordou-se: i) a capacidade patogénica e aspectos de severidade
epidemioldgica, desempenhados por espécies de Lasiodiplodia, provenientes de coqueirais
cultivados nas zonas seca, subimida e tmida do Nordeste brasileiro; ii) a identificacdo de
leveduras, provenientes da microbiota dos tecidos de casca e mesocarpo de coco (frutos); iii)
a prospeccao biocontroladora dessas leveduras sobre L. theobromae e L. pseudotheobromae
in vitro; iv) o potencial biocontrolador de leveduras & podriddo basal em coco-ando-verde.
A identificacdo de leveduras e de isolados fitopatogénicos foi determinada por comparagéo
de sequéncias amplificadas da regido ITS e por combinadas das regides génicas tefl-a, ITS,
tub2 e rpb2, respectivamente, com aquelas de espécies de referéncia, por meio de analises
de Méaxima Verossimilhanca e inferéncias Bayseana. As prospeccgdes das leveduras, como
agentes de biocontrole — BCAs, sobre os isolados fitopatogénicos foram realizados in vitro,
por acdo de metabolitos difundidos em meio de cultivo. Testes de patogenicidade e
biocontrole da podriddo basal foram realizados em frutos assintomaticos de coqueiro
(variedade ando, cultivar verde), com aproximadamente 4 meses do estadio de maturagédo

fisioldgica. Identificou-se a abundéncia natural de trés espécies previamente relatadas na



cultura do coqueiro: L. brasiliensis, L. pseudotheobromae e L. theobromae; e uma néo
relatada: L. subglobosa. A espécie L. theobromae foi identificada em coqueiras presentes em
todas as zonas avaliadas, enquanto L. pseudotheobromae foi relatada apenas para a zona
seca. Todos os isolados foram patogénicos a coco-ando-verde, sendo que L. theobromae e
L. pseudotheobromae mostraram-se mais virulentos. In vitro, das 54 cepas de Meyerozyma
caribbica avaliadas, 23 destacaram-se significativamente por inibir mais que 73% do
crescimento micelial - PIC sobre isolados representativos de L. theobromae e L.
pseudotheobromae. Em coco-ando-verde, as 23 leveduras selecionadas responderam de
forma promissora, reduzindo sintomas causados por L. theobromae semelhantemente ao
fungicidas difenoconazol e tiabendazol e, aos sintomas causados por L. pseudotheobromae,
algumas leveduras superaram até mesmo o desenvolvimento da doenca, observado nos
tratamentos com os defensivos quimicos. Esse estudo representa os primeiros relatos de: 1)
L. pseudotheobromae oriundos de coqueirais nordestinos; 2) L. subglobosa como agente
causal da podridédo basal em coco-ando-verde; 3) M. caribbica, presente naturalmente na
microbiota de coco, e seu potencial como BCASs na inibicdo in vitro, por acdo indireta de
compostos difundidos em meio de cultivo, e reducdo dos sintomas da podriddo basal em

coco-ando-verde, causada por L. theobromae e L. pseudotheobromae.

Palavras-chaves:  Agentes de biocontrole, Cocos nucifera, Lasiodiplodia

pseudotheobromae, Lasiodiplodia theobromae, Meyerozyma caribbica



GENERAL ABSTRACT

The presence of microbes is key determinant to sanity of plants and crop
productivity. The incidence of leaf blight or stem-end rot represent a large problem
phytosanitary of cocoiculture and represent threat for all productive chain, chiefly in green
dwarf coconut, resulting in loss significant including fruits intended to water production, can
target since the phase pre to postharvest. Be a phytopagen in worldwide, able of survive an
endophytic and saprophytic, phytosanitary management of Lasiodiplodia is doubly complex
and expensive. This management is performed systemic fungicides of toxicity high with
hazards to food chain. In view of the risks of contamination to environmental and human
health and to rise phytopathogenic lineages strains, related to the use these chemical
products, the correct identification of the phytopathogen intended essential to decision
making about able management actions. Moreover, alternative actions together to
conventional management, a prospection and application of biocontrollers yeast, can
represent an alternative sustainable ecologically, applicable in management of systems
together for phytopathogens control, chiefly those related to postharvest diseases. In this
study, we aimed to i) the pathogenic able and epidemiological severity aspects, perform by
Lasiodiplodia species, from of coconut trees crops in dry, sub-humid and humid of Northeast
Brazil, ii) identification of yeasts from microbiota of the issues of shell and mesocarp of
coconut, iii) the prospection biocontrol theses yeasts on L. theobromae e L.
pseudotheobromae in vitro, iv) the biocontrol potential of stem-end rot in green dwarf
coconut. The identification of yeasts and isolated phytopathogenic were determined by
comparation of amplified sequences of ITS region and by combined of regions genics tefl-
a, ITS, tub2 and rpb2, respectively, with those reference species by Maximum likelihood
analyze and Bayesiane inference. The prospections of yeasts a biocontrol agents - BCAs
about phytopathogenics isolated were perform in vitro by widespread metabolites in ground
médium. Tests of patogenicity and biocontrol of stem-end rot were performed in no
symptoms of coconut trees (green dwarf variety, green cultivate) with about four months of
maturation physiological stadium. It was identified the natural abundance of three species
before described: L. brasiliensis, L. pseudotheobromae e L. theobromae and a not know: L.
subglobosa. L. theobromae were identified in coconut crops occurrences in all evaluated
zones, while L. pseudotheobromae were related only for dry zone. All isolated were
pathogenic to green dwarf coconut and L. theobromae e L. pseudotheobromae exhibited

more virulent. In vitro, of 54 strains of Meyerozyma caribbica evaluated, 23 were
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significantly to supply percent inhibition of mycelial growth PIC above 73% on isolated of
L. theobromae e L. pseudotheobromae. In green dwarf coconut, these selected yeasts
responded a promising way, lower symptoms caused by L. pseudotheobromae same way to
difenoconazol e tiabendazol fungicides and to symptoms caused by L. pseudotheobromae,
someone yeasts overcome the development of disease, observed in tratamento with chemical
products. This study represents the first reports of: 1) L. pseudotheobromae from coconut
trees Northeast Brazil,; 2) L. subglobosa a caused agent of stem-end rot in green dwarf
coconut; 3) M. caribbica, occurrent nuturally in coconut microbiota, and their potential a
BCAs in inhibition in vitro by action indirect of diffused compounds in growing medium
and reduction of symptoms of stem-end rot caused by L. theobromae e L.

pseudotheobromae.

Keywords: Biocontrol agents, Cocos nucifera, Lasiodiplodia pseudotheobromae,

Lasiodiplodia theobromae, Meyerozyma caribbica
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TITULO DO TRABALHO: DIVERSIDADE POPULACIONAL DE Lasiodiplodia
PATOGENICA A COQUEIRO E ACAO BIOCONTROLADORA DE LEVEDURAS

INTRODUCAO GERAL

1. O PAPEL DO COQUEIRO NA ECONOMIA MUNDIAL

O coqueiro (Cocos nucifera L), também conhecido como coco-da-baia, teve origem
no Sudeste asiatico e foi introduzido no Brasil, em meados de 1553, durante o periodo
colonial (GOMES, 1977). Os primeiros exemplares introduzidos e disseminados a partir do
litoral baiano para toda a faixa costeira nordestina foram da variedade gigante, oriundos da
Ilha de Cabo Verde. A partir de 1925 e 1939, por acdo atribuida aos Drs. Arthur Neiva e
Miguel Calmon, foram introduzidos coqueiros da variedade and, provenientes de Java e do
norte da Malasia, nos Estados do Norte brasileiro (SIQUEIRA et al., 1997, 2002). Sendo
uma palmeira de clima tropical, atualmente encontra-se largamente distribuida na Asia,
Africa, América Latina e regifo do Pacifico, abrangendo pelo menos 86 paises tropicais ao
longo da faixa costeira entre os tropicos de Cancer e Capricornio (FERREIRA NETO et al.,
2002; SIQUEIRA et al., 2002).

Essa planta é considerada uma das fruteiras mais importantes do mundo e
desempenha elevado papel social e econémico para os paises da faixa tropical do globo
(CARVALHO et al.,, 2006; FERREIRA NETO et al.; 2007), especialmente para as
populacdes de baixa renda. Além da geragdo de fontes financeiras rentaveis, a producdo de
coco constitui um sistema particular, devido a versatilidade produtiva e de produtos
comercializados (PRADES et al., 2016), e autossustentavel, no qual as fontes alimentares,
ricas em proteinas e calorias, configuram a base alimentar de muitas comunidades produtoras
(CUENCA, 1998).

Além da plasticidade agricola, que favorece a adaptacdo da planta a muitos tipos de
solos e climas, a producdo continua do coqueiro, sem duvida, é o fator estabilizador no
tocante a geracdo de emprego e renda nos trés segmentos da cadeia produtiva do coco
(FONTES; WANDERLEY, 2006; WARWICK; PASSOS, 2009). Mesmo em condicdes
desfavoraveis, a palmeira pode produzir inicialmente aos 4 a 7 anos de idade e continuar
esse processo produtivo até 60 anos ou mais, contribuindo para o abastecimento ininterrupto
do mercado consumidor (PRADES et al., 2016).



Em 2016, segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United
Nations - FAO, a producao mundial de coco movimentou cerca de 10,6 bilhdes de dolares,
a partir da producdo de 59 milhdes de toneladas de frutos, em uma area cultivada de 12,2
milhdes de hectares. A Asia é responsavel por 83 % dessa produtividade e o restante esta
distribuida entre Africa, América Latina, Oceania e Caribe. A Indonésia continua liderando
o ranking produtivo mundial, seguido por Filipinas e India, com producdo de,
aproximadamente, 17,7; 13,8 e 11,1 milhdes de toneladas de coco, respectivamente (FAO,
2016).

A América do Sul responde por 60 % da produtividade do Continente Americano,
0 equivalente a 3,1 milhGes de toneladas em 300 mil hectares plantados, e nesse montante,
2,7 milhdes pertencem ao Brasil, detentor da quarta posi¢do na producdo mundial, com nada
menos que 87 % da producdo Sul-Americana e pelo menos 703 milhdes de dblares, relativos
a producdo de 2014. Esse posicionamento de destaque internacional € alavancado,
principalmente, pela regido Nordeste brasileira, que contribui com pelo menos 72 % do coco
nacional, proporcional a seus 1,4 milhdo de toneladas de frutos colhidos em quase 195 mil
hectares plantados (FAO, 2016).

Entre os Estados nordestinos, destacam-se: Bahia, Ceard, Sergipe (trés principais
produtores) e Pernambuco (quinto lugar), fornecendo 542, 262, 231 e 130 mil toneladas de
frutos em 2016, respectivamente. O Norte do pais também participa na formacéo desse valor
bruto nacional, incrementando 178 mil toneladas de frutos produzidas no Estado do Par, o
quarto maior produtor no ranking nacional (IBGE, 2016).

Com mais de 360 modalidades de aproveitamento global, grande parte do coco
brasileiro € destinada ao consumo in natura e/ou industrializacdo de alimentos (FERREIRA
NETO etal., 2007; SOUSA et al., 2007). No Brasil, comercializam-se mais de 100 produtos
e subprodutos, tais como o leite de coco e coco ralado, diferentemente de outros paises, em
que o principal produto é o 6leo de coco (CUENCA, 1997; HOLANDA et al., 2008).

Acerca das modalidades de aproveitamento do coco, a potencialidade de exploragéo
econbmica nao se resume ao aproveitamento da agua e do albumen. Outras partes do
coqueiro também sdo utilizadas, para as mais diversas finalidades, como por exemplo: a
casca dos frutos para a extragdo de fibras de diferentes comprimentos (CORRADINI et al.,
2009), utilizadas na fabricacdo de diversos artigos que variam desde vestuario, pecas

decorativas a componentes de bancos utilizados na industria automobilistica (CUENCA,



1997) e mesocarpo, raizes, estipe, inflorescéncia e folhas, como subprodutos ou derivados
de interesse econémico, empregados no mercado paisagistico (FERREIRA et al., 1998).

Pode-se dizer que a 4gua de coco é uma estratégia ecofisiologica de sobrevivéncia
da planta, que armazena substancias nutritivas direcionadas a nutricdo embrionaria,
germinacdo ou desenvolvimento da plantula, em eventuais condicGes de estresse ambiental
(ARAGAO et al., 2005). Embora possa ser empregado na agroindustria alimenticia e/ou do
fruto seco in natura em menor escala (CARVALHO et al., 2006), o coqueiro-anao-verde é
recomendado preferencialmente para a producdo de agua (FERRAZ et al., 2009a), pois
apresenta maior precocidade produtiva e qualidades sensoriais superiores em relacdo a agua
proveniente de frutos produzidos por outras cultivares.

Esse fruto, colhido em estadio de maturacdo verde entre seis e sete meses, contém
aproximadamente 400 mL de &agua, com altos teores de potassio, sais minerais € rica em
propriedades nutritivas. Nesse estadio, 0 coco apresenta maiores rendimentos de agua e
maior valor sensorial ante o sabor adocicado, atribuido aos teores de glicose, frutose e grau
brix. (ARAGAO et al., 2007; MAGALHAES et al., 2005).

Segundo Prades et al. (2016), o mercado de agua de coco surgiu no Brasil, no inicio
dos anos 2000, e ‘ganhou forca’ pela aceitacdo e demanda crescente nos EUA. Referindo-se
a dados de 2004 da Associacdo das Industrias de Refrigerantes e de Bebidas Nao Alcoolicas
- ABIR, Martins e Jesus Janior (2011), informam que o consumo nacional de dgua de coco
envasada industrialmente foi de, aproximadamente, 22 milhdes de litros. Em 2014, o EUA
importou cerca de 300 mil toneladas de agua de coco provenientes do Brasil (38%) e da Asia
(52%).

Segundo Silva (2006), o consumo nacional foi da ordem de 70 milhdes de litros de
agua de coco envasada industrialmente. Carvalho et al. (2006), acusa o progressivo aumento
no interesse e investimento de produtores nesse cultivo devido a constante intensificacdo na
procura desse produto pelos paises importadores, principalmente nos periodos mais quentes.
Entre os anos de 2005 e 2009, os maiores importadores de coco brasileiro - Turquia, Egito e
Argentina, importaram uma média de 262,6; 220,8 e 127,4 toneladas, respectivamente, de
coco fresco e seco (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

O aumento de areas de plantio e a implantacdo de novas areas, sdo reflexo desse
crescimento de mercado. No Estado de Sdo Paulo, por exemplo, facilmente constata-se os
processos de introdugdo de coqueirais comerciais em regides ndo tradicionais a esse cultivo

(BRITO et al., 2002) onde, atualmente séo colhidas 17 mil toneladas nos 1,5 mil hectares



plantados (IBGE, 2016). A expanséo da industrializacdo de 4gua de coco também constitui
comprovacao dessa ascensdo econdmica, uma vez que muitas sdo as variedades de marcas
de agua de coco envasada nas mais diversos designers de embalagens (de embalagens
plastica a Tetra Pak®) comercialmente disponiveis nos mais simples estabelecimentos
alimenticios, como panificadoras, até nas grandes redes de supermercados e fast food.

O aquecimento no mercado de agua de coco é impulsionado ndo so6 pela incluséo
de héabitos saudaveis praticados pela populacdo brasileira, como também pelas muitas
propriedades benéficas como: repositora eletrolitica, vitaminica, energética e proteica
(MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011). H4 uma crescente demanda da agua de coco nos
mercados de bebidas alcéolicas, incrementando os mais diversos tipos de drinks tropicais
(BRITO et al., 2002), e ndo alcdolicas, servindo como repositor isotdnico para atletas
profissionais ou néo.

A utilizacdo de agua de coco também vem crescendo nos campos da medicina
tradicional; microbiologia, compondo meios artificiais para microrganismos (PRADES et
al., 2012); na biotecnologia, como diluente, conservante celular ou mesmo formulacdes de
vacinas (CARVALHO et al., 2006); e em muitas outras finalidades. Segundo Martins e Jesus
Junior (2011), esse mercado informal, no Brasil, € responsavel por 80% do volume de agua
de coco consumido no pais. Nas areas de medicina, biotecnologia, nutri¢cdo e outras tem-se
o registro de consumo em torno de 100 a 350 milhdes de litros/ano.

No Brasil, mesmo apresentando fatores favoraveis a producédo do coco verde, esta
tem sido limitada para cerca de 3.400 frutos por hectare, devido aos baixos indices
pluviométricos e a incidéncia de pragas e doengas (WARWICK; PASSOS, 2009). Este
cenario contrasta com o potencial de producao superior a 200 frutos/planta/ano do coqueiro-
ando, quando se dispensa ao coqueiral, irrigacdo e manejos adequados, podendo assim
ultrapassar 300 frutos/planta/ano (FERRAZ et al., 2009a, 2009b; PIRES et al., 2004), o

equivalente a mais de 40.000 frutos/ha/ano.

2. BARREIRAS FITOSSANITARIAS

2.1. DOENCAS INCIDENTES NO COQUEIRO

O Nordeste, apesar de representar a maior contribui¢do na producao bruta nacional

de coco, possui a menor produtividade em relacdo as demais regides produtoras. Em nimero



de toneladas ha, os estados da Bahia (7,8), Ceard (6,7) e Sergipe (6,2) apresentam
produtividade inferior a dos Estados do Rio de Janeiro (15,2), Espirito Santo (9,7) e Para
(9,3) (IBGE, 2016).

A baixa produtividade nordestina, bem como a redugdo da qualidade de frutos
colhidos, advém do déficit hidrico, da baixa fertilidade natural dos solos, da ndo adocao de
praticas de manejo cultural e da incidéncia de pragas e doencas (FONTES; WANDERLEY,
2010; MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

Vaérias doengas incidem sobre a cultura do coqueiro: o amarelecimento letal do
coqueiro (Coconut Lethal Yellowing), classificada no Brasil como Praga quarentenaria Al
pelo MAPA, é causado por grupos de ‘Candidatus’ Phytoplasma (anteriormente conhecidos
como micoplasmas ou MLOs) (BEAKBANE et al., 1972; HARRISON et al., 2014); a lixa
grande e lixa pequena, também chamadas de verrugose, sdo causadas, respectivamente, por
Camarotella costaricensis (F. Stevens) K.D. Hyde e P.F. Cannon, 1999) (Sin6Gnimo:
Sphaerodothis acrocomiae (Mont.) Arx e E. Mill. 1954) e Camarotella torrendiella (Bat.)
J.L. Bezerra e Vitdria, 2008 (Sindnimo: Phyllachora torrendiellae (Bat.) Subileau, Renard
e Dennet. 1993) (LEAL; WARWICK, 2000); anel-vermelho, causada pelo nematoide
Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) baujard, 1989 (WARWICK, 2005); murcha-de-
fitomonas, causada pelo protozoario Phytomonas staheli McGhee e McGhee (ARAUJO et
al., 2003); a resinose do coqueiro, também conhecida como “stem bleeding”, causada pelo
fungo Ceratocystis paradoxa (De Seynes) Hohn, (NAMBIAR et al., 1986, 1989); Atrofia-
Letal-da-Coroa do Coqueiro — ALCC, com etiologia ainda desconhecida (FERRAZ et al.,
2012); Por fim, a queima-das-folhas (CORREIA; COSTA, 2005); e podridao basal dos
frutos (HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2005; VIANA et al., 2002), causada,
principalmente, por Lasiodiplodia theobromae Pat., 1892 (Sin6nimo: Botryodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon e Maubl, 1909).

2.2. OCORRENCIA DE Lasiodiplodia spp. EM COQUEIRO

Embora seja um patdgeno oportunista, a incidéncia de L. theobromae resulta em
expressivos danos as plantas. No coqueiro, a queima-das-folhas é uma das doencas foliares
mais prejudiciais para a planta (MONTEIRO et al., 2013). Estima-se que a ocorréncia de
doengas na folhagem do coqueiro, como o complexo da queima das folhas e verrugose -

CVLB, provoguem perdas de, aproximadamente, 50% da producdo brasileira. (BRITO et


http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=306183

al., 2002; SILVA et al., 2017). Assim também progridem as perdas relacionadas a podridao
basal em frutos. Em 2001, por exemplo, a ocorréncia de podriddo basal em coco verde,
destinados a exportagdo, acarretou prejuizos significativos ao Grupo do Coco do Ceara -
GCC (VIANA et al., 2002).

O fungo penetra nas folhas através de ferimentos, principalmente os causados por
lixas, e provoca sintomas iniciais com lesdes necroticas, de coloracdo marrom-avermelhada,
em forma de ‘V’ invertido na extremidade da folha. Essas lesdes necrdticas, com arestas
definidas, sem areas de transi¢cdo entre os tecidos necrotico e saudavel, estendem-se por toda
a folha, provocando necrose, seca e queda prematura das folhas basais. Consequentemente,
sem o apoio das folhas basais, frutos e/ou cachos também sofrem queda prematura
(MONTEIRO et al., 2013; SILVA et al., 2017; TALAMINI et al., 2013; WARWICK;
TALAMINI, 2009).

Internamente, apds atingir o raquis das folhas, a colonizagdo pelo patdgeno causa
progressiva necrose interna, capaz de atingir sistemicamente o estipe e provocar 0
desenvolvimento de rachaduras expostas, que liberam exsudatos, principalmente sobre
raquis e a insercdo do peciolo (MONTEIRO et al., 2013).

Em frutos, a colonizagao patogénica inicia por formacdo de anasarca, antecedente
a necrose, principalmente na regido basal proximo as bracteas. Nessa fase, forma-se uma
nitida linha limitrofe entre o tecido afetado e o tecido sadio, posteriormente, o tecido sofre
escurecimento, evidenciado pela coloragdo marrom-clara, até atingir coloragcdo quase preta,
enquanto a anasarca avanca no tecido sadio. Em estadio avancado da doenca, além das les6es
de coloragdo marrom-escura externa e internamente, € comum a ocorréncia de exsudacdo de
albumen liquido na forma de gotas, junto as bracteas, e a presenca de sinais do patdgeno, na
forma de micélio branco-acinzentado na regido do célice ou formacao de cirros pcnidiais.
Em decorréncia da necrose, as bracteas se desprendem dos frutos, provocando queda
prematura deles na pré-colheita (HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2005; ROSADO et al.,
2016; VIANA et al., 2002).

2.3. MANEJO DA QUEIMA-DAS-FOLHAS E PODRIDAO BASAL EM COCO
Entre os gendtipos de coco, h& variabilidade quanto a suscetibilidade as doencas

foliares, no entanto, essa variabilidade evidencia-se de acordo com a sazonalidade ambiental

a qual as plantas estdo submetidas. Conforme ja mencionado, a cultivar "ando” e variedade



“verde" é a mais comercializada no mercado de &gua, devido a aceita¢do do sabor em relacéo
aos frutos das demais variedades, todavia a variedade ando € altamente suscetivel a doencas
foliares, o que dificulta seu cultivo (SILVA et al., 2017).

Medidas preventivas, baseadas em préticas culturais, como fertilizagdes
equilibrada, irrigagéo controlada, remocéo e queima das folhas basais mortas, podem ser
realizadas a fim de reduzir as condicGes de estresse sobre as plantas. No entanto, 0 manejo
de doencas foliares causadas por L. theobromae € realizado largamente e, prioritariamente,
por meio de pulverizacbes de fungicidas foliares (WARWICK; ABAKERLI, 2001;
MONTEIRO et al., 2013).

No Brasil, para gqueima-das-folhas em coqueiro, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA, regulamenta a utilizacdo de produtos a base de dois
principios ativos: difenoconazol e tiabendazol (AGROFIT, 2018). Embora estudos
demonstrem a eficécia relativa de dosagens e modos de aplicacdo de fungicidas dessa
natureza, no controle da queima-das-folhas, ndo ha reprodutibilidade desses procedimentos
em campo (WARWICK; ABAKERLI, 2001). E comum muitos produtores lacarem mao de
conhecimentos empiricos ou de natureza duvidosa, utilizando de forma indiscriminada
grande volume de produtos, incluindo, muitas vezes, quimicos ndo recomendados.

A aplicacéo intervalada de fungicidas, via axila foliar da palmeira, desponta como
uma alternativa aplicavel, na tentativa de reduzir a quantidade de quimicos utilizada no
manejo fitossanitario de doencas foliares em coqueirais e, consequentemente, reduzir 0s
produtivos. Esse cuidado, contudo, ndo isenta 0s possiveis riscos residuais desses produtos
na planta e nos frutos (MONTEIRO et al., 2013). Além disso, em boa parte dos cultivos
produtivos, principalmente pequenos e médios, essa alternativa é impraticavel, diante da
falta de recursos financeiros que possam ser direcionados aos custos adicionais de méao-de-
obra em campo.

Assim como em outros cultivos, a aparéncia dos frutos é prioridade maxima em
qualquer mercado consumidor, ou seja, 0s cuidados sanitarios desses frutos sdo prioridade.
A podriddo basal é a principal doenca pos-colheita que afeta coco-verde (VIANA et al.,
2002; 2007). De acordo com Viana et al. (2007), as praticas fitossanitarias adequadas a
manutencdo das qualidades do coco verde, inclusive frutos destinados & exportacdo e
preventivas a ocorréncia de podriddes, se baseiam no emprego de compostos de fungicidas

e cera de carnauba. Os frutos devem ser desinfestados superficialmente, separados, por corte,



de suas porcdes polares basais, imersos em solucdo de cera de carnauba com o fungicida
azoxistrobina e acondicionados em ambientes com temperatura controlada.

Substancias agrotdxicas, independente da etapa produtiva em que sdo empregados,
representam sérios riscos a poluicdo ambiental, a saude animal e humana, bem como a
pressdo de selecdo sobre microrganismos fitopatogénicos (BALLESTER-TOMAS et al.,
2017; TALAMINE et al. 2013). Adicionalmente, diante da crescente demanda no mercado
consumidor de agua de coco e dos potenciais riscos toxicologicos, agravam-se as
preocupacdes quanto a presenca de residuos de compostos quimicos na agua de coco
(ANJOS; ANDRADE, 2014; BRITO et al., 2002).

Diante dessa situacdo concreta e grave, atreladas ao uso de defensivos quimicos, e
das buscas por solucdes ambientalmente sustentaveis, as pesquisas direcionadas ao uso de
agente de biocontrole - BCAs ganham énfase (BELLO et al., 2008; DROBY et al., 2009;
HERNANDEZ-LUZARDO et al., 2007; MAHUNU et al., 2016; SHARMA et al., 2009) e,
nesse contexto, leveduras despontam como potenciais biocontroladores a uma ampla gama
de fitopatogeno, especialmente aqueles de ocorréncia em pds-colheita (BAUTISTA-
ROSALES et al., 2013; BALLESTER-TOMAS et al., 2017; CAMPOS-MARTINEZ et al.,
2016; CAQO et al., 2013; SHARMA et al., 2009; ZENG et al., 2015).

3. LEVEDURAS NO CONTROLE BIOLOGICO

Mesmo pertencendo aos filos Ascomycota e Basidiomycota, entre os fungos
mitospdricos (anteriormente denominados Deuteromycetes) e compondo 0 grupo de
organismos eucaridticos, leveduras possuem muitos habitos e caracteristicas similares aos
de bactérias. Trata-se de microrganismos unicelulares, que se reproduzem por fiss@o binaria
ou brotamento e que ndo apresentam corpo de frutificagdo (FUENTEFRIA, 2007).

Presentes abundantemente em diversos tipos de substratos, elas sdo comumente
encontradas na microbiota epifitica e/ou endofitica de folhas, casca, frutas, flores, tecidos
necroticos, solo e na rizosfera.

Leveduras sdo BCAs promissores, comumente a fungos fitopatogénicos, gracas aos
seus diversos mecanismos antagbnicos (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006;
VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000) e por isso, podem competir por nutrientes, colonizar
ferimentos, desempenhar acdo micoparasitica, produzir substancias antibidticas e/ou

degradadoras da parede celular e induzir resisténcia nas plantas contra agentes patogénicos
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(DROBY et al., 2009; EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; PRENDES et al.,
2018; SHARMA et al., 2009; VIANA et al, 2012).

Para El-tarabily e Sivasithamparam (2006), em estudos sobre mecanismos de
biocontrole de leveduras, destacam-se 0s géneros Debaryomyces, Kloeckera,
Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Sporobolomyces, Metschnikowia, Tilletiopsis,
Rhodotorula, Cryptococcus, Aureobasidium, Pichia e Candida. Pertencentes a esses,
destacam-se as espécies Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud; Cryptococcus
albidus (Saito) C.E. Skinner e Metschnikowia fructicola Kurtzman e Droby) que séo
registradas, em muitos paises, como agentes de biocontrole de fitopatdgenos como Botrytis,
Penicillium, Rhizopus, Monilia, Sclerotinia e Erwinia amylovorai (Burrill) Winslow.

Diante dessa diversidade de mecanismos de acdo, que podem ser desempenhados
por elas, e da reducdo dos riscos ambientais de indugdo de resisténcia de fitopatdgenos,
associada a pressdo de selecdo exercida por acio de agrotoxicos (CAMPOS-MARTINEZ et
al., 2016; CAO et al., 2013, PAIVA et al., 2017), o uso de leveduras como biocontrolador
natural representa uma vantagem ambiental indiscutivel sobre os fungicidas sintéticos
(BAUTISTA-ROSALES et al., 2013; HERNANDEZ-LUZARDO et al., 2007).

A acgdo biocontroladora de leveduras sobre fungos fitopatogénicos envolve,
frequentemente, varios modos de acgdo, incluindo competicdo por nutrientes e espago
(CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2008; DROBY et al., 2009). Assim como a competicéo,
a inibicdo do crescimento micelial fungico, por acdo de metabolitos difusiveis e/ou volateis,
é um dos valiosos recursos desempenhado pelas leveduras (HUANG et al., 2011; LUTZ et
al., 2013) ou, de forma generalizada, a producdo e acdo de compostos antimicrobianos
(CEUGNIEZ et al., 2015; SHARMA et al., 2009; RUIZ-MOYANO et al., 2016).

A competicdo nutricional e por nichos especificos, diretamente associada as rapidas
capacidades de reproducdo e assimilacdo de nutrientes, € um dos mecanismos antagonicos
mais importantes desempenhados por leveduras e, por essa razdo, é extensamente estudado
(EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006). Diversos autores demonstram que, além
da acdo competitiva em relacao a fungos fitopatogénicos, principalmente no biocontrole de
frutos em pré-colheita (ZHAO et al., 2011) e em pos-colheita (BELLO et al., 2008;
CHANCHAICHAOVIVAT etal, 2008; COELHO et al. 2011; HAISSAM, 2011; LAHLALI
etal., 2011; MASIH et al., 2001; YU et al., 2012b; ZHANG et al., 2011), certos géneros de
leveduras podem se manter viaveis em diversas condicGes de estresse (ROBIGLIO et al.,
2011; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).
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Segundo Droby et al. (2009), a secrecdo de substancias antimicrobianas (soluveis
em agua ou Volatis) e, talvez, a producdo de metabolitos especificos ativos, podem ser
induzidas apds a interacdo do antagonista com os tecidos de frutos/plantas. Sobre a gama e
natureza da maioria das substancias antibioticas produzidas por leveduras, sabe-se que esses
compostos desempenham importante papel no estabelecimento e manutencdo de
comunidades de leveduras em diversos ambientes, como por exemplo, acetato de etila,
produzido por Pichia anomala (E.C. Hansen) Kurtzman 1984, capaz de reduzir o
crescimento micelial e germinacdo de esporos de diversos fungos fitopatogénicos
(VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).

Para El-Tarabily e Sivasithamparam (2006) e Coelho et al. (2003), determinadas
cepas de leveduras, de varios géneros tais como Candida, Saccharomyces, Sporobolomyces
e Zygosaccharomyces, podem apresentar o fator “killer”, proteinas ou glicoproteinas
toxicas, de baixa massa molecular (FUENTEFRIA, 2007), liberadas no meio de cultivo
capaz de inibir fungos filamentosos fitopatogénicos, tais como Rhizoctonia fragariae S.S.
Husain e W.E. McKeen 1963, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 1884 e Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. 1947 (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006), Fusarium
oxysporum Schltdl. 1824 e B. cinérea (ROSA et al., 2010). Estas substancias toxicas atuam
na membrana de células sensiveis, por meio da reducdo do pH intracelular e extravasamento
de ions potéassio e ATP.

Quanto a producdo de enzimas degradadoras, algumas espécies como P. anomala,
P. membranifaciens (E.C. Hansen) E.C. Hansen 1904, R. glutinis (Fresen.) F.C. Harrison
1928, C. laurentii (Kuff.) C.E. Skinner 1950, A. pullulans (de Bary) G. Arnaud 1918,
Tilletiopsis albescens Gokhale 1973, e T. pallescens Gokhale 1973, tém sido relatadas -
1,3- glucanase, na acdo antagbnica contra B. cinerea, Penicillium expansum Link 1809,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. 1902, Aspergillus niger Tiegh. 1867, Sphaerotheca
fuliginea (Schltdl.) Pollacci 1911, e P. xanthii. A producéo de quitinases foi observada em
isolados de A. pullulans, T. albescen e C. saitoana Nakase e M. Suzuki 1985, contra isolados
de P. expansum, P. xanthii e B. cinerea, respectivamente (EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2006; ROSA et al., 2010; URQUHART; PUNJA, 2002).

Além das substancias antibioticas e toxicas, ha relatos de producdo de sider6foros,
compostos quelantes de ions de ferro, por espécies dos géneros Candida e Rhodotorula,

promovendo a inibigdo do crescimento de fungos fitopatogénicos e conferindo, aos isolados
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produtores, vantagens competitivas (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006;
ROSA et al., 2010).

A acdo parasitica de isolados de leveduras contra fungos fitopatogénicos pode ser
observada pela ocorréncia de adesdo e fixacdo das celulas leveduriformes em hifas e/ou
esporos do patogeno, indicando uma relagcdo hiperparasitica. Este tipo de interacdo foi
observado em isolados dos géneros Candida sobre P. digitatum e Pichia sobre P. italicum e
B. cinerea, onde se verificou, além de atividades liticas, a atuacao da degradacédo da parede
micelial, dilatacdo do didmetro das hifas, lesbes e degeneracdo do protoplasma (EL-
TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; MASIH, et al., 2001).

Os relatos sobre a producdo de quitinases por C. saitoana e peroxidades por A.
pullulans, em ferimentos no tecido de macds, sugerem que, indiretamente, isolados de
levedura podem reduzir a incidéncia de doengas atuando como agentes indutores de
resisténcia (HAISSAM, 2011) por meio da indugdo da producéo de substancias, tais como
fenilalanina amonia liase, fitoalexinas, peroxidases e etileno, em tecidos vegetais (EL-
TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006). Essa ativacdo de resisténcia pode ocorrer em
tecidos de folhas e frutos e, possivelmente, em outros tecidos como os de raizes.

Diversas sdo as caracteristicas que conferem as leveduras papel importante, util e
eficiente no biocontrole de doengas em plantas: sdo de fécil producdo e manutengdo em
condicdes in vitro; podem ser manipuladas a fim de melhorar a utilizacéo e eficacia; possuem
facil adaptacdo nutricional, em condicdes prevalecentes desfavoraveis; bem como, alta
capacidade de proliferacdo, até mesmo em baixas temperaturas; também sdo potenciais
colonizadoras de ferimentos em tecidos de plantas (ROBIGLIO et al., 2011). Além disso,
ndo produzem esporos que podem acarretar acdo alergénica, como no caso de muitos fungos
filamentosos; podem colonizar superficies secas por longos periodos e sdo capazes de
crescer em varias fontes de carbono (GOUVEA, 2007).

Diante das abundantes caracteristicas favoraveis, leveduras receberam o titulo de
BCAs promissores. Muitos produtos biocontroladores, a base de leveduras, foram
registrados contra doencas causadas por fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus,
Botrytis, Rhizopus em diversas commodities: Nexy®, BioNext® e Aspire® (Candida
oleophila Montrocher); Shemer® (Metschnikowia fructicola Kurtzman & Droby), Yield
plus® (Cryptococcus albidus (Saito) Skiner), Boniprotect® (Aureobasidium pullulans (de
Bary & Léwenthal) G. Arnaud) e Candifruit® (Candida sake (Saito & M. Ota) Uden & H.R.
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Buckley ex S.A. Mey. & Ahearn) (CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2008; DROBY et al.,
2009; SHARMA et al., 2009; SPADARO; DROBY, 2016).

Entre as muitas espécies estudadas atualmente, a Meyerozyma caribbica
((vaughan-Mart., Kurtzman, S.A. Mey. & E.B. O'Neill) Kurtzman & M. Suzuki), ganha
destaque por apresentar alto potencial biotecnolégico (N'GUESSAN et al.,, 2011;
SAUCEDO-LUNA et al., 2011). Essa espécie compde o importante grupo de BCAS a
doengas pos-colheita (BAUTISTA-ROSALES et al., 2013; MAHUNU et al., 2016;
SPADARO; DROBY, 2016; ZHAO et al., 2012). Esse cenario é favoravel e tem
impulsionado o registro de novas patentes (DAl et al., 2011; LUO et al., 2013; PRABHUNE
etal., 2012; ZHANG et al., 2010).

Essas potencialidades biotecnoldgicas, a versatilidade adaptativa, bem como a
abundancia natural, conferem as leveduras posi¢do de destaque, em relacdo aos demais
BCAs. Todo esse potencial tem incrementado substancialmente o interesse ao
desenvolvimento de novas pesquisas, a partir de leveduras. A aplicabilidade desses
microrganismos € uma realidade, principalmente como alternativa ecologicamente
sustentavel, passivel de aplicacdo em sistemas de manejo integrado ao controle de
fitopatdgenos, particularmente aqueles relacionadas a doengas pds-colheita.

Diante da escassez de informacdes acerca do uso de leveduras como BCAs a
doencgas que acometem o coqueiro, o presente trabalho possui carater pioneiro, ao abordar
questdes sobre o potencial biocontrolador e a aplicacdo de leveduras no controle de doencas
causadas por Lasiodiplodia spp. Ele representa base cientifica relevante para futuras
investigacdes relacionadas aos mecanismos de acdo especifica, & produgdo de compostos de
interesse biotecnologico, as associacdes com produtos quimicos e formulagdes, assim como
a sua aplicabilidade efetiva nos manejos fitossanitarios, em diversos sistemas produtivos e
sob diferentes condigdes ambientais.

Objetivou-se nesse estudo: i) Caracterizar a capacidade patogénica e aspectos
epidemioldgicos de severidade de espécies de Lasiodiplodia, provenientes de coqueirais
cultivados nas zonas seca, subumida e tmida do Nordeste brasileiro; ii) identificar leveduras,
provenientes da microbiota dos tecidos de casca e mesocarpo de coco (frutos); iii) investigar
0s potenciais biocontroladores dessas leveduras sobre L. theobromae e L. pseudotheobromae

in vitro e sobre a podrid&o basal em coco-ando-verde.
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Resumo O crescente aumento na demanda do mercado de &dgua de coco tem alavancado a
nucicultura brasileira. No tocante a exploracdo do coqueiro-ando-verde, elevadas perdas
econdmicas, decorrentes da queima das folhas e podriddo basal de frutos, causadas por
Lasiodiplodia spp, sdo fatores prejudiciais a essa exploracdo. Devido a distribuicao
cosmopolita e capacidades patogénicas, endofiticas e saprofiticas de Lasiodiplodia spp, 0
manejo fitossanitario dessas doencas € bastante complexo, dispendioso e depende,
prioritariamente, do uso massivo de produtos quimicos. A tomada de decisdo sobre medidas
de manejo cabiveis depende da adequada identificacdo do patogeno alvo. Neste trabalho, a

capacidade patogénica e aspectos de severidade epidemioldgica, desempenhados por
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isolados de Lasiodiplodia, provenientes de coqueirais cultivados nas zonas seca, subumida
e Umida dos estados de Paraiba e Pernambuco, Nordeste brasileiro, foram abordados da
inoculacdo direta de estruturas fungica em coco-ando-verde. As relacdes filogenéticas entre
esses isolados, foi determinada por comparagdo de sequéncias amplificadas e combinadas
das regides génicas tefl-a, ITS, tub2 e rpb2. Patogénicas ao coqueiro, constatou-se a
abundancia natural de trés espécies previamente relatadas: L. brasiliensis, L.
pseudotheobromae e L. theobromae; e de L. subglobosa, relatada neste trabalho. L.
theobromae foi identificada em cultivos presentes em todas as trés zonas avaliadas, enquanto
L. pseudotheobromae foi relatada apenas na zona seca de Pernambuco. Todos os isolados
foram patogénicos a coco-ando-verde, sendo que L. theobromae e L. pseudotheobromae
mostraram-se mais virulentos. Estes resultados representam o primeiro relato de L.
pseudotheobromae oriundos de coqueirais nordestinos e de L. subglobosa como agente

causal da podriddo basal em coco-anédo-verde.

Palavras-chave: Botryosphaeriaceae, Cocos nucifera, coco-ando-verde, doencas do

coqueiro, filogenia multilocus, severidade

Introducéo

Distribuido em todas as regides tropicais do planeta, em &rea explorada de
aproximadamente 12 milhGes de hectares, o coqueiro (Cocos nucifera L.) pode ser
considerado economicamente a palmeira mais importante (Monteiro et al. 2013). Em 2014,
a producdo mundial de coco gerou renda de, aproximadamente, 10 bilhdes de ddlares, deles
703 milhdes foram atribuidos aos 2,9 milhdes de toneladas de coco produzidos no Brasil
(FAOStats 2016). Em 2016, mesmo apds leve declinio, estima-se que a renda proveniente

da produtividade mundial, cerca de 59 milhdes de toneladas de coco, tenha sido superior e
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que o Brasil, responsavel por aproximadamente 4,5% dessa producdo mundial, deteve
rendimentos equivalentes a producdo de 2,6 milhdes de toneladas de frutos (FAOStats
2016), destinados, em grande parte, a0 consumo in natura e/ou industrializacdo de
alimentos, com mais de 100 produtos e subprodutos (Holanda et al. 2008, Prades et al. 2016).

A regido Nordeste, responde por aproximadamente 1,36 milhdo de toneladas de frutos
produzidos, equivalente a 76,7% da producdo nacional, liderada pelos Estados da Bahia,
Ceara e Sergipe. No cenario produtivo, Pernambuco tem ganhado destaque, com
rendimentos produtivos quase trés vezes maiores, comparados a média regional nordestina
de 6960 kg de frutos ha* (IBGE 2016).

Nos Ultimos anos, o crescente aumento na demanda no mercado de agua de coco
motivado, principalmente, pela injecdo de investimentos feitos por grandes empresas
agricolas e agroindustriais nesse setor (Cavalcante 2015), é um dos principais fatores que
alavancaram a cocoicultura brasileira (Martins e Jesus Jr. 2011, Prades et al. 2016), que
apresentou na Ultima década, um incremento na economia nacional de aproximadamente 212
milhGes de dblares (FAOStats 2016).

Nesse contexto, o coqueiro-ando-verde alcanca destaque por ser preferencialmente
recomendado a producdo de agua, em virtude da precocidade produtiva e das qualidades
sensoriais superiores em relacdo a agua proveniente de frutos das demais cultivares (Ferraz
et al. 2009a, Silva et al. 2017).

Apesar dos notaveis rendimentos, a produtividade de coco-verde, em cultivos de
coqueiro ando, pode ser considerada limitada (Warwick e Passos 2009), quando comparada
ao potencial produtivo dessa cultivar aos sete anos de idade sob condicGes de irrigacdo e
manejo adequado de doengas (Ferraz et al. 2009a, b).

Lasiodiplodia spp. (Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothid. Incertae

sedis Botryosphaeriales, Botryosphaeriaceae) é um dos fitopatdgenos de maior importancia
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ao coqueiro. Relatado no Brasil pela primeira vez em 1975, associada a queima das folhas
em coqueirais no estado de Sergipe (Sousa Filho et al. 1979), esse fungo esta associado a
elevadas perdas econémicas decorrentes da queima das folhas (Monteiro et al. 2013,
Talamini et al. 2013) e podriddo basal de frutos (Rosado et al. 2016, Viana et al. 2002).

Sem os devidos manejos fitossanitarios, a queima das folhas progride de lesdes
necréticas iniciais até a necrose foliar completa, culminando com a morte e queda precoce
dessas folhas e, consequentemente, dos cachos de frutos imaturos sustentados por elas (Silva
etal. 2017). Em contrapartida, nos frutos de cachos remanescentes, o fungo pode apresentar-
se colaescente, e causar podriddes necréticas em preé e pos-colheita (Halfeld-Vieira e Nechet
2005).

O género Lasiodiplodia tem distribuigdo cosmopolita, relatado como agente causal de
muitas doencgas e com ampla gama de hospedeiros, capaz de colonizar praticamente todos
0s tipos de tecidos vegetais (Alves et al. 2008, Cruywagen et al. 2017) e ainda sobreviver,
em alguns casos, como endofitico ou saprofitico (Yang et al. 2017). Logo, o
desenvolvimento de medidas de controle eficientes configura-se umas das maiores barreiras
para 0 manejo fitossanitario dessas espécies.

A aplicacdo de técnicas, ferramentas moleculares e uso de marcadores apropriados,
além de elucidar adequadamente as relacdes filogenéticos em Lasiodiplodia, associada aos
mais diversos patossistemas, tém possibilitado a identificacdo e descricdo de novas espécies
(Alves et al. 2008, Cruywagen et al. 2017, Dissanayake et al. 2016, Netto et al. 2014, Poletto
et al. 2016). No Brasil, estudos recentes revelaram o envolvimento de quatro espécies de
Lasiodiploida responsaveis pela podriddao basal de coco, antes atribuida apenas a L.
theobromae, (Rosado et al. 2016).

Considerando-se o0s sistemas de manejo baseados no uso massivo de produtos

quimicos, como no caso da nucicultura brasileira (Monteiro et al. 2013, Warwick e Abakerli
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2001), e os problemas fitossanitarios, como o surgimento de resisténcia microbiolégica
provocados pelo uso de dosagem impropria de agrotdxicos (Cavalcante et al. 2014, Talamine
et al. 2013), a tomada de decisdo sobre possiveis medidas de manejo parte, primordialmente,
da identificagéo correta do organismo patogénico alvo (Rosado et al. 2016).

Diante da expressdo produtiva do Nordeste no mercado nacional de coco, das perdas
econdmica causadas por Lasiodiplodia spp. em cultivos comerciais e da pequena
representatividade de isolados nordestinos pertencentes a esse género e fitopatogénicos ao
coqueiro, esse trabalho aborda aspectos relacionados a filogenia e epidemiologia de isolados

de Lasiodiplodia provenientes de coqueirais do Nordeste brasileiro.

Material e Métodos

Obtencdo de isolados. Folhas e frutos sintomaticos foram coletados durante o periodo de
fevereiro de 2015 a fevereiro de 2016 em cultivos comerciais de coqueiro estabelecidos em
diferentes zonas climéticas (Képpen 1931) nos estados de Pernambuco: municipios: Goiana,
Ilha de Itamaracd, Igarassu e Vitdria de Santo Antdo (zona Umida), Bonito e Bom Jardim
(zona subumida) e Petrolina (zona seca) e municipios na Paraiba: Pitimbu e Lucena (zona
Umida) e Sousa (zona seca), localizados na regido Nordeste do Brasil (Fig. 1).

No laboratério de Fungos de Solo - LAFSOL (Departamento de Agronomia/Setor
Fitossanidade, Universidade Federal Rural de Pernambuco) fragmentos de tecidos (7 mm),
retirado da transicdo entre tecido assintomatico e necrotico, foram desinfestados
superficialmente utilizando alcool 70% por 30 seg, seguido de NaOCI 1% por 1 min e
remocdao de residuos em agua destilada esterilizadas — ADE por duas vezes. Os fragmentos
foram secos em papel filtro qualitativo estéril (& 9 cm, 80 g de gramatura) e plaqueados em
meio de cultivo batata dextrose agar — BDA (Kasvi®, S&o José dos Pinhais, Brasil) acrescido

de Cloranfenicol 5 mg I .



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

28

Apos incubacdo a 28 +2 °C por quatro dias, coldnias que apresentaram caracteristicas
tipicas de Botryophaeriaceae (Phillips 2004) foram repicadas (discos cilindricos @ 5 mm),
transferidas para novas placas contendo BDA e incubadas por 15 dias. Posteriormente,
fragmentos cilindricos do novo cultivo foram incubados por 24 h em meio agar-agua - AA
e, com auxilio de hematorite capilar (CNWTC®, Chongging, China), sob estereomicroscopio
(Carl Zeiss, Berlim, Germany), micro fragmentos da ponta de hifa das estruturas fungicas
foram removidos e depositados em placas de Petri BDA para obtencdo de cultivos puros,
com caracteristicas morfoldgicas tipicas do género.

Todos os isolados obtidos foram acondicionados a 10 °C em tubos criogénicos
graduados de rosca externa (Kasvi®, Sio José dos Pinhais, Brasil), preservados pelo método
Castellani (1963) e depositados na Colecao de Fungos de Solo - CFS do Laboratério Fungos
de Solo — LAFSOL da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE e, as culturas
representativas, depositadas na Colecdo de Culturas Pe. Herbéario Camille Torrand (URM)
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento. Os isolados foram cultivados em BDA
por oito dias a 28 +2 °C, sob fotoperiodo de 12 h. Todo o material de crescimento micelial
foi raspado da superficie do meio e 0 DNA gendémico foi extraido utilizando o protocolo
descrito por Murray e Thompson (1980), com pequenas modificacdes. As concentragdes de
DNA foram quantificadas em espectrofotbmetro NanoPhotometer UV/Vis (IMPLEN,
Korea) e diluidas para 25 ng / uL para reagdes de PCR.

A regido de Fator de Elongacdo 1-o (tefl-a), utilizando primers EF1-688F (5'-
CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3") e EF1-1251R (5-
CCTCGAACTCACCAGTACCG-3), foi amplificada para todos os isolados utilizados
(Alves et al. 2008). Essa regido é indicada a identificacdo preliminar das espécies

pertencentes ao género Lasiodiplodia e para estimar a diversidade de haplotipos entre os
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isolados, utilizando o Software DnaSP 4.0 (Rozas et al. 2003). Apds agrupamento de
isolados segundo seus haplétipos, selecionou-se representantes de cada grupo, segundo
critério de origem geografica dos isolados, e amplificou-se a regido do espago de transcrigdo
interna 1 e 2, incluindo o gene 58S TrRNA (ITS), com ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'") (White
et al. 1990), marcador indicado, concatenado aos marcadores de tefl-a, para distinguir
espécies de Lasiodiplodia, em analises mulltilocus.

Objetivando-se de reduzir o nimero final de isolados, realizou-se nova selecdo de
isolados, escolhidos ao acaso a partir das analises concatenando-se de tefl-a e ITS, para
amplificacdo das regides B-tubulina (tub2) e RNA polimerase subunidade Il (rpb2). As
altimas foram amplificadas utilizando 0S primers Bt2a (5-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) e Bt2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") (Glass e Donaldson 1995) e rpb2-LasF (5'-
GGTAGCGACGTCACTCCT-3") e rpb2-LasR (5-GCGCAAATACCCAGAATCAT-3)
(Cruywagen et al. 2016), respectivamente, e as sequencias obtidas utilizadas em nova analise
mulltilocus, totalizando quatro regides génicas.

As amplificacdes via PCR foram preparadas em reacGes com volume final de 25 pl
contendo: 2 pl de DNA tamplate, 1 U Platinum® Taq DNA Polymerase; 2,5 pl 10X PCR
Buffer; 2 pl magnesium chloride 50 mM; 2,5 pl nucleotideo mix (Thermo Scientific,
Waltham, USA); 2 pl de cada primer forward e reverse, a 10 uM (sintetizados por
Invitrogen™, Carlsbad, USA), 1 pl de dimethyl sulfoxide - DMSO (Synth, Sdo Paulo, BR)
e 10,85 pl de agua ultrapura.

As ciclagens térmicas das PCR foram realizadas em SimpliAmp ™ Thermal Cycler
(Thermo Scientific, Waltham, USA) com desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min, seguida

por 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 53 a 55 °C por 1min (53 °C para rpb2, 55 °C para tefl-a e



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

30

tub2; 57 °C para ITS) e 72 °C por 1 min, com extensao final de 72 °C por 10 min. Os produtos
de PCR foram corados com SYBR® green (Thermo Scientific, Waltham, USA), e
visualizados em gel de agarose (1%).

Os produtos de PCR bem-sucedidos foram purificados com kit de purificagdo
PureLink™ PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as
especificacOes do fabricante. As sequéncias génicas foram obtidas por eletroforese capilar
em sequenciador automatico ABI3500, utilizando polimero POP7 e BigDye Terminator 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s mesmos conjuntos de iniciadores
utilizados para amplificacéo por PCR.

Andlises filogenéticas. As sequéncias génicas foram montadas em contigs, editadas
usando MEGA 6.06 (Tamura et al. 2013) e as sequéncias consenso comparadas com as

sequéncias referéncias de Lasiodiplodia ex-tipo recuperadas do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de acordo nas analises descritas abaixo. Novas sequéncias
incluidas nesse estudo foram depositadas no GenBank (Tabela 1).
A determinagdo de haplétipos foi realizada no software DNA sequence polymorphism

— Dnasp versao 6.10.04 (http://www.ub.es/dnasp). Os alinhamentos multiplos de sequéncias

(MSAS) foram realizados no MAFFT verséo 7 (Katoh e Toh 2013) usando ferramentas de
ajuste de direcdo das sequéncias e estratégia automatica, seguido por novo alinhamento no

portal GUIDANCE?2 server (http://quidance.tau.ac.il/ver2/) (Sela et al. 2015).

A filogenia foi inferida comparando-se os agrupamentos filogenéticos individuais e
concatenados (l6cus ITS, tefl-a, rpb2 e tub2) por Analise de Maxima Verossimilhanca - MV

e Inferéncia Bayesiana - 1B aproximada no portal CIPRES (https://www.phylo.org). As

analises de ML foram estimadas com a ferramenta RAXML-HPC2 on XSEDE, modelo GTR

GAMMA, e a melhor topologia de arvore atrelada aos valores de Bootstrap em 1000

pseudoreplicatas.
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Para as analises 1B, determinou-se os melhores modelos de substituicdo de
nucleotideos para cada gene com o software MrMODELTEST 2.3 (Posada e Buckley, 2004),
de acordo com o Critério de Informacgdo Akaike (AIC). O modelo de evolugdo HKY+I+G
foi utilizado para tefl-a, SYM+I para ITS, GTR+I foi usado para tub2 e GTR+G foi usado
para rpb2. As estimativas filogenéticas Bl foram inferidas empregando-se o método da
Cadeia de Marcov e Monte Carlo-MCMC para ITS, e tefl-a, rpb2 e tub2, concatenados pela
ferramenta MrBayes on XSEDE no portal web CIPRES. Quatro cadeias MCMC foram
executadas simultaneamente, a partir de arvores aleatérias para 50 milhdes de geracgdes,
amostradas a cada 1.000 geracGes, totalizando 50.000 arvores. As probabilidades
posteriores-PP foram calculadas ap6s o descarte dos primeiros 25% das gera¢Ges como burn-
in e selecdo de uma arvore de consenso, gerada a partir das arvores restantes. As arvores
enraizadas com Lasiodiplodia crassispora (CBS 118741 e CMW 13488) foram visualizadas

utilizando a ferramenta FigTree Versdo 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/), exportadas e

editadas no software PowerPoint (Office - Microsoft ©).

Com base nos resultados comparativos das filogenias obtidas por MV e IB, dos genes
individuais e multiolocus, os agrupamentos filogenéticos especificos foram determinados
segundo o conceito de Reconhecimento de Espécies Filogenéticas Genealdgicas e 0s
critérios de concordancia e ndo discordancia entre genealogias (Taylor et al. 2000).

Patogenicidade e epidemiologia comparativa. A patogenicidade e a epidemiologia
comparativa foram avaliadas em frutos de coqueiro (variedade ando, cultivar verde), com
aproximadamente 4 meses do estadio de maturacéo fisiologica e assintomaticos (Fig. 2C),
provenientes da Estacdo Experimental de Itapirema, do Instituto Agrondmico de
Pernambuco, em Goiana, PE.

Para remocdo de residuos ambientais, todos os frutos foram desinfestados

superficialmente, por meio de lavagem com detergente neutro comercial e 4gua corrente.
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Posteriormente, os frutos foram imersos em solucdo de NaOCI 0,5% por 20 min, lavados em
agua corrente e secos a temperatura ambiente por 24 h.

Os isolados de Lasiodiplodia foram cultivados em BDA por 10 dias a 28 £2 °C sob
fotoperiodo de 12 h. Cada fruto (3 frutos/isolado) foi perfurado, em quatro pontos
equidistantes, a aproximadamente 4 mm de profundidade com auxilio de um agulhdo
pontiagudo estéril de 3 mm de didmetro. Discos cilindricos de BDA (@ 6 mm), contendo
estruturas reprodutivas do fungo foram depositados sobre o ponto de perfuragdo. No controle
0 patdgeno foi substituido por discos cilindricos de BDA, sem estruturas fangicas. A &rea
inoculada foi recoberta por fita adesiva crepe (fragmentos de 5 cm x 50 mm, marca 3M®) e
os frutos foram acondicionados sob cdmara Umida, utilizando-se plasticos transparentes
(30x40 cm) em blocos casualizados, a 28 £ 2 °C e 55 + 4 % de umidade.

Apds 48 h de incubagdo em cAmara Umida, os frutos foram mantidos em temperatura
ambiente, sendo a avaliagdo realizada a cada dois dias, durante onze dias. A patogenicidade
foi verificada pela presenca ou ndo de sintomas tipicos e a viruléncia foi quantificada de
acordo com a profundidade e o didmetro das lesdes, pela média de dois eixos perpendiculares
da leséo superficial e profundidade da lesdo por corte transversal do mesocarpo.

Foram determinados o periodo de incubacgdo — PI, de acordo com intervalo de tempo
entre a inoculacdo e o surgimento dos primeiros sintomas, e a taxa de progresso da doenca
—r foi calculada segundo a equacéo linear Y; =Y, + Y,.r.t (onde Y= didmetro de lesdo, r =
taxa de progresso da doenga e t = tempo de avaliacdo). A &rea abaixo da curva de progresso
da doenga — AACPD foi calculada pela soma das médias de severidade em cada intervalo de
avaliacdo. Diferencas de r e AACPD entre os isolados de Lasiodplodia foram determinadas
por ANOVA e as médias comparadas pelo teste Scott knott a 5 % utilizando software

Assistat v 7.7 (Silva 2016a, b).
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Resultados

Obtencéo de isolados. Foram obtidos 61 isolados a partir de foliolos sintomaticos a
queima das folhas (Fig. 2A) e 10 isolados de frutos sintomaticos a podriddo basal de coco
(Fig. 2B), com caracteristicas fenotipicas semelhantes a Lasidipoldia, totalizando 71
isolados, selecionados para os testes de patogenicidade e caracterizagdo epidemioldgica.

Extracdo de DNA, PCR e sequenciamento. A partir dos amplicons sequenciados,
obteve-se 71, 22, 10 e 10 sequéncias para tefl-a, ITS, tub2 e rpb2, respectivamente,
posteriormente depositadas no GenBank (Tabela 1).

Andlises filogenéticas. Baseado nas sequéncias de tefl-a, os 71 isolados foram
separados em quatro haplotipos (hap): 1 isolado hapl, 1 isolado hap2, 3 isolados hap3 e 66
hap4. Foram selecionados 22 isolados representativos, segundo critério de origem
geogréfica, dos quatro haplétipos:1 isolado hapl; 1 isolado hap2; 3 isolados hap3 e 17 hap4,
para amplificagdo, sequenciamento da regido ITS e, posteriormente, analise filogenéticas
concatenada (tefl-a e ITS).

As andlises de ML e IB revelaram a presenca e de quatro espécies agrupadas em
diferentes clados de Lasiodiplodia: L. theobromae (17 isolados), L. pseudotheobromae (3
isolados), L. brasiliensis (1 isolado) e L. subglobosa (1 isolado) suportados por valores de
Bootstrap > 70 e probabilidade posterior > 0,95 (dados ndo mostrados).

Apos reducdo de isolados representativos das quatro espécies previamente indicadas
(17 isolados) 11 foram amostrados aleatoria: L. theobromae (8), L. pseudotheobromae (2),
L. brasiliensis (1) e L. subglobosa (1), e comparados por analises ML e Bl multilocus de
ITS, tefl-a, rpb2 e tub2 com os representantes de referéncia.

Nos resultados obtidos verificou-se a permanéncia, assim como na analise utilizando
ITS e tefl-a, de quatro agrupamentos dos isolados amostrados, em relacdo as espécies

Lasiodiplodia de referéncia: 7 isolalados agrupados em L. theobromae, 2 isolados em L.
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pseudotheobromae, 1 isolado em L. brasiliensis e 1 isolado em L. subglobosa, suportados
por valores de Bootstrap e probabilidade posterior > 70 e 0,95, respectivamente (Fig. 3). Em
suma, para os 71 isolados identificados, cada haplétipo correspondeu a um agrupamento
especifico: L. brasiliensis (1 isolado), L. subglobosa (1 isolado), L. pseudotheobromae (3
isolados) e L. theobromae (66 isolados), com discrepantes distribuicdes geograficas
populacional e associacdo sintomatoldgica (Fig. 4).

Patogenicidade e epidemiologia comparativa. Todos os isolados foram patogénicos
aos frutos de coqueiro-ando-verde, com sintomas iniciais visiveis, a partir de 24 h apos a
inoculacdo (Tabela 2). Aos sete dias ap6s a inoculagdo, por toda a regido inoculada, haviam
lesbes necroticas de coloragdo marrom escura e expansao longitudinal, em direcdo a regido
peduncular (Fig. 2D, G), recoberta por crescimento micelial acinzentado e apresentando
pontos de exsudacdo de liquido marrom translucido (Fig. 2E, H). Internamente, as lesfes
atingiam a regido do mesocarpo, em feixes de manchas longitudinais ascendentes a regido
peduncular e também o tecido do endocarpo (Fig. 2F, 1). Os respectivos isolados foram
recuperados dos tecidos sintomaticos, cumprindo os postulados de Koch.

Valores médios de profundidade de lesdo ndo foram representativos quanto ao
agrupamento ou classificacdo de severidade epidemioldgica (dados ndo mostrados). No
tecido do mesocarpo, a evolucao da lesdo interna permaneceu uniforme até o terceiro dia de
inoculacdo (Fig. 5A), tornando-se aparentemente ndo progressiva em relagdo ao ponto de
inoculacdo apos cinco (Fig. 5B) e nove dias (Fig. 5C). No entanto, em regifes distanciadas
do ponto de inoculagdo no mesocarpo e no endocarpo, préximo a regido peciolar, observou-
se a presenca de manchas lesionais escurecidas (Fig. 5D) em relacdo ao mesmo tipo de tecido
no terceiro dia ap6s a inoculacao.

Em relacéo as espécies identificadas nesse trabalho, L. theobromae foi a de maior

frequéncia, ocorrente em cultivos presentes nas trés zonas climaticas abrangidas, e obtida a
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partir de sintomas de queima das folhas e de podriddo de coco. Isolados de L.
pseudotheobromae foram recuperados apenas na regido de zona seca de Pernambuco e a
presenca de L. brasiliensis e L. subglobosa, em baixa frequéncia, limitou-se a zona Umida
da Paraiba e Pernambuco, respectivamente (Fig. 6A).

Baseado nos dados de andlise de severidade, onze dias ap6s a inoculagdo de
Lasiodiplodia em coco-ando-verde, os isolados apresentaram variacdo de um a trés dias
quanto ao PI e diferiram (p<0,01) em r e AACPD, formando grupos de médias independentes
para cada um desses parametros e da espécie. Médias de AACPD, calculadas a partir do
didmetro média das lesdes, foram eleitas como parametro para agrupar os isolados, segundo
grau de severidade a frutos de coqueiro-ando-verde (Tabela 2). Os isolados foram
distribuidos, sem distincdo especifica, em seis grupos comparativos de severidade, com
intervalo de AACPD de 27 a 83 mm?. Aproximadamente 80% deles apresentaram entre 45
e 68 mm? e apenas trés isolados (2 de L. theobromae e 1 de L. pseudotheobromae)
destacaram-se com valores de AACPD acima de 78 mm?, sendo considerados os isolados

mais agressivos (Fig. 6B).

Discussao

Inferéncias filogenéticas revelam que alguns isolados de L. theobromae, descritos
morfologicamente e /ou baseadas na amplificacdo da regido ITS até 2004, possivelmente
podem ser reclassificados como outra espécie (Cruywagen et al. 2017). Por meio de
aplicacdes delas aos estudos convencionais sobre a etiologia da queima das folhas e da
podriddo basal de coco, antes atribuida L. theobromae (Halfeld-Vieira e Nechet 2005, Silva
etal. 2017, Vianaetal. 2002), novas pesquisas, com isolados de diferentes areas geograficas
brasileiras, apontaram quatro espécies envolvidas nesse patossistema: L.brasiliensis, L.

egyptiaceae, L. theobromae e L. pseudotheobromae (Rosado et al. 2016).



326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

36

Observando-se a quantidade de espécies descritas a partir do uso de marcadores
moleculares como tefl-a, (Alves et al. 2008, Marques et al. 2013, Netto et al. 2014, Wang
et al. 2011) e rpb2 e tub2 (Cruywagen et al. 2017, Diddier et al. 2014, Rosado et al. 2016),
assim como de ferramentas bioinformativas (Katoh e Toh 2013, Nylander 2004, Sela et al.
2015, Tamura et al. 2013), nota-se um incremento significativo na descricdo de novas
espécies em diversos hospedeiros (Abdallahzadeh et al. 2010, Machado et al. 2014, Osorio
etal. 2017, Rodriguez-Galvez et al. 2017, Trakunyingcharoen et al. 2015), bem como melhor
elucidacdo das relaces filogenéticas entre taxons.

Todas as espécies identificadas nesse estudo enquadraram-se em clados filogenéticos
bem suportados com os demais td&xons de mesma espécie, descritos em estudos anteriores,
tanto nas analises concatenadas com dois, quanto na concatenada com quatro genes
(Machado e Pereira 2014, Netto et al. 2014, Phillips et al. 2006, 2013, Rosado et al. 2016).
Estudos de diversidade de espécies fungicas patogénicas ao coqueiro, principalmente sobre
0 género Lasiodiplodia, sdo escassas, sendo esse o primeiro estudo envolvendo,
exclusivamente, isolados de Lasiodiplodia associados a queima das folhas e podridédo basal,
oriundos de cultivos de coqueiro no Nordeste brasileiro.

Assim como relatado na maioria dos trabalhos que abordam identificacdo de espécies
de Lasiodiplodia, L. theobromae mantém-se como a espécie de maior frequéncia e
distribuicdo geografica (Netto et al. 2014, Rosado et al. 2016, Marques et al. 2013).
Considerando-se a frequéncia de L. brasiliense e L. pseudotheobromae em estudos
anteriores, esperava-se que esses resultados fossem semelhantemente baixos em relagédo ao
complexo de espécies do coqueiro, no entanto L. pseudotheobromae superou as expectativas,
pois sua frequéncia, mesmo restrita a zona seca de Pernambuco, ganhou destaque
equiparando-se com a frequéncia de L. theobromae provenientes nessa mesma regido. Esses

resultados divergem das frequéncias mostradas por Marques et al. (2013), onde apenas 13%
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dos isolados obtidos na regido Nordestina brasileira, especificamente a compreendida pelo
Vale do Assu e Vale do Séo Francisco, foi atribuido a L. pseudotheobromae e por Rosado et
al. (2016), que apontou a ocorréncia de um Unico isolado proveniente do Sul brasileiro.

Estudos recentes sinalizam a ocorréncia de hibridizagdo entre isolados de
Lasiodiplodia, destacando o hibrido Lasiodiplodiaxbrasiliense, possivelmente formado
com L. theobromae ou até mesmo com uma espécie ndo conhecida, e assumem essa
ocorréncia como fendbmeno provavel, principalmente durante processo de reproducédo sexual
entre fungos estreitamente relacionados, favorecido pela ampla gama de hospedeiros e
natureza endofitica desse fungo, (Cruywagen et al. 2017). Essas proposi¢des podem explicar
a estreita relagdo filogenética entre os isolados de L. theobromae e L. brasiliense,
identificados nesse estudo.

Consoante aos resultados de patogenicidade mostrados por Rosado et al. (2016), todos
os isolados inoculados foram patogénicos, promoveram sintomas tipicos da podridao basal
em coco, incluindo lesdes internas no tecido do mesocarpo e endocarpo, que visivelmente
comprometem o endosperma e a reserva de agua dos frutos. Sendo L. theobromae a espécie
de maior frequéncia apontada em varios estudos relacionados ao género Lasiodiplodia, ndo
surpreende que isolados pertencentes a essa espécie tenham se destacado por apresentar
maior severidade e, portanto, mais viruléncia.

No entanto, o destaque de um dos isolados de L. pseudotheobrome, como um dos mais
virulentos, equiparado a L. theobromae, em relacéo a severidade das lesbes em coco-anao-
verde, promove grande incremento aos conhecimentos sobre o desenvolvimento
epidemioldgico das espécies de Lasiodiplodia em coco-ando-verde, principalmente no
tocante as condi¢cOes edafocliméticas do Nordeste brasileiro.

A identificacdo de L. subglobosa entre os isolados obtidos nesse estudo, bem como a

confirmacéo de sua patogenicidade, causando sintomas de podridao basal em coco, mostrou-
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se surpreendente, uma vez que sO existem relatos desaa espécie dessa espécie associada a
nogueira-peca (Carya illinoinensis K.) e ao pinhdo manso (Jatropha curcas L.),
provenientes da regido Sul brasileira (Machado et al 2014, Poletto et al. 2016).

Os primeiros relatos de obtencdo de isolados de L. pseudotheobromae, representativos
da regido Nordeste brasileira, e de L. subglobosa patogénica ao cogueiro, causando podriddo
basal em coco-ando-verde séo representados nesse trabalho. Por meio deles, ampliamos o
leque da diversidade de espécies de Lasiodiplodia associadas a doengas em coqueiro, como
queima das folhas e podriddo basal de frutos, conhecidas atualmente.

Os resultados observados no presente estudo representam relevantes informacdes a
comunidade cientifica e podem ser utilizados como base em novas pesquisas, principalmente
relacionados a fatores epidemioldgicos, resisténcia flngica, manejo fitossanitario e

melhoramento genético.
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Tabela 1 Espécies de Lasiodiplodia incluidas nas analises filogenéticas

NBCI nimero de acesso®

. o .
Taxon N. Isolado Hospedeiro Local TS tofloa b2 Db
L. americana CERC1961* Pistachia vera EUA KP217059 KP217067 KP217075 -
CERC1960 P. vera EUA KP217058 KP217066 KP217074 -
L. brasiliensis COAD 1784 Cocos nucifera Brasil KP244693 KP308469 KP308524 -
CMW 35884 Adansonia madagascariensis ~ Madagascar KU887094 KU886972 KU887455 KU696345
CFS 097 C. nucifera Brasil MG870584  MG870576 ~ MG870604  MG870614
L. caatiguensis CMM1325 Citrus sinensis Brasil KT154760 KT008006 KT154767 -
1BL442 Spondias purpurea Brasil KT154761 KT154754 KT154768 -
L. citricola CBS 124707° Citrus sp. Iran GU945354  GU945340  KUB887505  KU696351
CBS 124706 Citrus sp. Iran GU945353  GU945339  KUB887504  KU696350
L. crassispora® CBS 118741° Santalum album Austrélia DQ103550 DQ103557  KUB887506  KUG696353
CMW 13488 Eucalyptus Venezuela DQ103552 DQ103559  KU887507  KUG696352
L. egyptiaceae CBS 130992% Mangifera indica Egito JN814397 JIN814424 KU887508 KU696354
BOT-29 M. indica Egito JN814401 JIN814428 - -
L. exigua CBS 137785° Retama raetam Tunisia KJ638317 KJ638336 KU887509  KU696355
PD 161 P. vera EUA GU251122  GU251254 - -
L. euphorbicola CMM 3609° Jatropha curcas Brasil KF234543 KF226689 KF254926 -
L. gravistriata CMM 4564° Anacardium humile Brasil KT250949 KT250950 - -
CMM 4565 A. humile Brasil KT250947 KT266812 - -
L. gilanensis CBS 124705 - Iran GU945352  GU945341 - -
CBS 124704° - Iran GU945351  GU945342 - -
L. gonubiensis CBS 115812% Syzigium cordatum Africa do Sul DQ458892  DQ458877  DQ458860  KU696359
CBS 116355 S. cordatum AfricadoSul  AY639594  DQ103567 EU673126 KU696358
L. hormozganensis CBS 124709° Olea sp. Iran GU945355  GU945343  KU887515  KU696361
CBS 124708 M. indica Iran GU945356  GU945344  KUB887514  KU696360
L. iraniensis CBS 124710° Salvadora persica Iran GU945348  GU945336  KU887516  KU696363
CBS 124711 Juglans sp. Iran GU945347  GU945335 KU887517 KU696362
L. jatrophycola CMM 3610% J. curcas Brasil KF234544 KF226690 KF254927 -
CMM 0247 V. vinifera Brasil KJ450869 KJ417870 - -
L. macrospora CMM 3833° J. curcas Brasil KF234557 KF226718 KF254941 -
L. lignicola CBS 1341122 Dead Wood Tailandia JX646797 KU887003  JX646845 KU696364
L. mahajangana CBS 124925% Terminalia catappa Madagascar FJ900595 FJ900641 KU887518 KU696365
CBS 124926 T. catappa Madagascar FJ900596 FJ900642 KU887519 KU696366
L. margaritacea CBS 122519% Adansonia gibbosa Austrélia EU144050 EU144065 KU887520 KU696367
CBS 122065 A. gibbosa Austrélia EU144051 EU144066 - -
L. mediterranea CBS 137783% Quercus ilex Italia KJ638312 KJ638331 KU887521 KU696368
CBS 137784 Vitis vinifera Italia KJ638311 KJ638330 KU887522  KU696369
L. missouriana CBS 128311° Catawba sp. EUA HQ288225 HQ288267 HQ288304  KUG696370
CBS 128312 Catawba sp. EUA HQ288226  HQ288268  HQ288305  KUG696371
L. parva CBS 456.78° Mandioca-campo-solo Colémbia EF622083 EF622063 KU887523 KU696372
CBS 494.78 Mandioca-campo-solo Colémbia EF622084 EF622064 EU673114 KU696373
L. plurivora CBS 120832% Prunus salicina AfricadoSul  EF445362 EF445395 KU887524 KU696374
CBS 121103 V. vinifera AfricadoSul  AY343482  EF445396 KU887525  KU696375
L. pontae CMM 12772 S. purpurea Brasil KT151794 KT151791 KT151797 -
L. pseudotheobromae CBS 116459% Gmelina arborea Costa Rica EF622077 EF622057 EU673111 KU696376
COAD 1785 C. nucifera Brasil KP244690 KP308464 KP308523 -
CFS 043 C. nucifera Brasil MG870581  MG870573 - -
CFS 047 C. nucifera Brasil MG870582  MG870574  MG870602 MG870612
CFS 048 C. nucifera Brasil MG870583  MG870575  MG870603  MG870613
L. pyriformis CBS 121770% Acacia mellifera Namibia EU101307 EU101352 KU887527 KU696378
CBS 121771 A. mellifera Namibia EU101308 EU101353 KU887528  KU696379
L. rubropurpurea CBS 118740° E. grandis Austrélia DQ103553  EU673304 EU673136 KU696380
L. subglobosa CMM 38722 J. curcas Brasil KF234558 KF226721 KF254942 -
CMM 4046 J. curcas Brasil KF234560 KF226723 KF254944 -
CFS 005 C. nucifera Brasil MG870580  MG870572 - -
L. theobromae CBS 164.96° Frutos em encosta de recifes Nova Guinea  AY640255  AY640258  KU887532 KU696383
CMM 124.13 - EUA DQ458890 DQA458875  DQ458858 -
COAD 1788 Cocos nucifera Brasil KP244698 KP308476 KP308528 -
CFS 004 C. nucifera Brasil - MF991280 - -
CFS 007 C. nucifera Brasil MG870585 MF991281  MG870605 MG870615
CFS 009 C. nucifera Brasil MG870586  MF997202  MG870606  MG870616
CFS 042 C. nucifera Brasil - MF997203 - -
CFS 044 C. nucifera Brasil MG870587  MF997204  MG870607 MG870617
CFS 046 C. nucifera Brasil - MF997205 - -
CFS 049 C. nucifera Brasil MG870588  MF997206 - -
CFS 050 C. nucifera Brasil - MF997207 - -
CFS 051 C. nucifera Brasil - MF997208 - -
CFS 058 C. nucifera Brasil MG870589  MF997209  MG870608 MG870618
CFS 059 C. nucifera Brasil MG870590  MF997210 - -
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Tabela 1 Cont.

NBCI nimero de acesso®

. o .
Taxon N. Isolado Hospedeiro Local TS tefl-o b2 b2
CFS 060 C. nucifera Brasil MG870591  MF997211 - -
CFS 061 C. nucifera Brasil MG870592 MF997212 - -
CFS 062 C. nucifera Brasil MG870593  MF997213 - -
CFS 065 C. nucifera Brasil - MF997214 - -
CFS 066 C. nucifera Brasil - MF997215 - -
CFS 069 C. nucifera Brasil MG870594  MF997216 - -
CFS 070 C. nucifera Brasil - MF997217 - -
CFS 071 C. nucifera Brasil - MF997218 - -
CFS 072 C. nucifera Brasil - MF997219 - -
CFS 074 C. nucifera Brasil MG870595  MF997220 - -
CFS 075 C. nucifera Brasil - MF997221 - -
CFS 076 C. nucifera Brasil - MG870577 - -
CFS 077 C. nucifera Brasil - MG870578 - -
CFS 079 C. nucifera Brasil - MF997222 - -
CFS 080 C. nucifera Brasil - MF997223 - -
CFS 081 C. nucifera Brasil MG870596  MF997224 - -
CFS 084 C. nucifera Brasil - MF997225 - -
CFS 085 C. nucifera Brasil MG870597  MF997226 MG870609 MG870619
CFS 086 C. nucifera Brasil - MF997227 - -
CFS 088 C. nucifera Brasil - MF997228 - -
CFS 089 C. nucifera Brasil - MF997229 - -
CFS 091 C. nucifera Brasil MG870598  MF997230 MG870610 MG870620
CFS 092 C. nucifera Brasil - MF997231 - -
CFS 093 C. nucifera Brasil - MF997232 - -
CFS 095 C. nucifera Brasil - MF997233 - -
CFS 096 C. nucifera Brasil - MF997234 - -
CFS 098 C. nucifera Brasil - MG870579 - -
CFS 099 C. nucifera Brasil - MF997235 - -
CFS 100 C. nucifera Brasil MG870599  MF997236 - -
CFS 101 C. nucifera Brasil MG870600  MF997237 - -
CFS 102 C. nucifera Brasil - MF997238 - -
CFS 103 C. nucifera Brasil - MF997239 - -
CFS 104 C. nucifera Brasil - MF997240 - -
CFS 105 C. nucifera Brasil - MF997241 - -
CFS 106 C. nucifera Brasil - MF997242 - -
CFS 107 C. nucifera Brasil - MF997243 - -
CFS 108 C. nucifera Brasil - MF997244 - -
CFS 109 C. nucifera Brasil - MF997245 - -
CFS 110 C. nucifera Brasil MG870601  MF997246 MG870611 MG870621
CFS 111 C. nucifera Brasil - MF997247 - -
CFS 112 C. nucifera Brasil - MF997248 - -
CFS 113 C. nucifera Brasil - MF997249 - -
CFS 114 C. nucifera Brasil - MF997250 - -
CFS 115 C. nucifera Brasil - MF997251 - -
CFS 116 C. nucifera Brasil - MF997252 - -
CFS 117 C. nucifera Brasil - MF997253 - -
CFS 121 C. nucifera Brasil - MF997254 - -
CFS 122 C. nucifera Brasil - MF997255 - -
CFS 123 C. nucifera Brasil - MF997256 - -
CFS 124 C. nucifera Brasil - MF997257 - -
CFS 125 C. nucifera Brasil - MF997258 - -
CFS 126 C. nucifera Brasil - MF997259 - -
CFS 127 C. nucifera Brasil - MF997260 - -
CFS 128 C. nucifera Brasil - MF997261 - -
CFS 129 C. nucifera Brasil - MF997262 - -
L. venezuelensis CBS 118739% Acacia mangium Venezuela DQ103547 DQ103568 KU887533 KU696384
WAC 12540 A. mangium Venezuela DQ103548 DQ103569 KU887534 -
L. viticola CBS 128313% V. vinifera EUA HQ288227 HQ288269 HQ288306 KU696385
CBS 128315 V. vinifera EUA HQ288228 HQ288270 HQ288307 KU696386
L. thailandica CPC 22795 Phyllanthus acidus Tailandia KJ193637 KJ193681 - -
B0041 Phyllanthus acidus Tailandia KM006433  KM006464 - -

2 Cultura ex-type;
® Cultura ex-neotype;
¢lsolado outgroup;

4|TS: Espago de Transcrigdo Interna (ITS1-5.8S-1TS2); tef1-a: Fator de elongagéo tradugio 1-alpha; tub2: p-tubulina; rpb2: RNA polimerase subunidade

¢ Isolados com nimero em negrito foram obtidos nesse estudo.

BOT — A. M. Ismail, Plant Pathology Research Institute, Giza, Egypt;
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CERC- China Eucalypt Research Centre, Chinese Academy of Forestry, Zhanjiang, China;

CBS — Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands;

CPC - Entomology and Plant Pathology, Chiang Mai University, Meuang, Thailand;

CFS — Colegao Fungos de Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brazil.

COAD - Culture Collection of fungi “Colegdo Octavio Almeida Drumond” — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Brazil;
CMW - Forestry and Agricultural Biotechnology Institute, University of Pretoria, South Africa;

CMM - Colegao de Cultura de Fungos Fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes”, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brazil;
IBL — Culture Collection Botanical Institute, Lisbon Faculty of Sciences, Lisbon, Portugal;

IRAN- Culture Collection of the Iranian Research Institute of Plant Protection, Tehran, Iran;

PD - Plant Pathology, UC Davis, Davis,USA;

UCD - Phaff Yeast Culture Collection, Department of Food Science and Technology, University of California, Davis, USA,;
WAC — Department of Agriculture Western Australia Plat Pathogen Collection, University of Western Australia, Perth, Australia;
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Tabela 2 Periodo de incubacdo, taxa de progresso da doenca e &rea abaixo da curva de
progresso da doenca de podriddo em coco-ando-verde (frutos), causada por Lasiodiplodia

Spp.

Espécie Isolado PI* rY AACPD?
L. brasiliensis CFS 097 2 0,26" 47,60 + 7,681
L. pseudotheobromae CFS 043 2 0,452 48,52 + 2,96°

CFS 047 1 0,06¢ 82,99 + 10,832
CFS 048 2 0,592 46,65 + 6,35¢
L. subglobosa CFS 005 2 0,12¢ 63,02 + 2,08°
L. theobromae CFS 004 2 0,14¢ 58,40 + 7,36°
CFS 007 1 0,13° 71,50 + 8,39°
CFS 009 1 0,07¢ 79,52 + 8,082
CFS 042 1 0,05¢ 67,04+ 3,84°
CFS 044 1 0,23° 60,17 + 4,25°
CFS 046 2 0,33° 53,31 + 1,95¢
CFS 049 1 0,10° 70,73 + 6,9°
CFS 050 1 0,05¢ 73,77 +3,82°
CFS 051 2 0,23° 52,49 + 5 5¢
CFS 058 2 0,19¢ 51,43 + 2,611
CFS 059 2 0,22° 56,02 + 2,39¢
CFS 060 2 0,30° 54,53 + 3,631
CFS 061 2 0,352 51,77 + 4,88¢
CFS 062 2 0,21¢ 53,74 + 1,681
CFS 065 2 0,352 39,39 + 6,13°
CFS 066 2 0,26" 50,33 + 5,19¢
CFS 069 1 0,13¢ 65,27 + 6,89°
CFS 070 1 0,23° 61,82 + 6,4°
CFS 071 1 0,24° 61,94 + 4,31°
CFS 072 3 0,362 48,83 + 3,221
CFS 074 3 0,432 45,90 + 2,05¢
CFS 075 2 0,06° 58,64 + 5,93°
CFS 076 3 0,342 41,29 + 13,96°
CFS 077 3 0,422 48,94 + 2,428
CFS 079 1 0,22° 56,32 + 8,691
CFS 080 1 0,11¢ 65,92 + 2,51¢
CFS 081 2 0,12¢ 56,96 + 7,26¢
CFS 084 1 0,06° 63,91 + 1,79°
CFS 085 1 0,30° 55,59 + 9,49¢
CFS 086 2 0,31° 48,01 + 2,349
CFS 088 1 0,14¢ 63,17 + 3,01¢
CFS 089 1 0,08° 63,79 + 5,19°
CFS 091 1 0,07¢ 67,64 + 5,06°
CFS 092 2 0,26" 51,92 + 14,25¢
CFS 093 1 0,15¢ 61,45 + 2 51¢
CFS 095 1 0,08° 78,21 + 4,252
CFS 096 1 0,08¢ 69,16 + 4,33°
CFS 098 2 0,29P 54,01 + 2,77¢
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Tabela 2 Cont.

Espécie Isolado PI* rY AACPD?
CFS 099 2 0,08¢ 58,74 + 4,97¢
CFS 100 2 0,15¢ 65,75 + 0,58°
CFS 101 2 0,342 51,73 + 5,03¢
CFS 102 2 0,16° 27,79 + 8,65
CFS 103 2 0,16¢ 56,23 + 2,82¢
CFS 104 2 0,14¢ 50,63 + 4,9¢
CFS 105 1 0,15¢ 66,41 + 8,03°
CFS 106 2 0,28° 45,60 + 7,68¢
CFS 107 2 0,20P 46,38 + 2,119
CFS 108 2 0,382 30,72 + 6,08f
CFS 109 2 0,28° 46,28 + 11,85°
CFS 110 1 0,04¢ 65,35 + 3,11°
CFS 111 1 0,16° 64,78 + 2,84°
CFS 112 2 0,22° 51,11 + 7,01¢
CFS 113 2 0,23° 35,58 + 13,57¢
CFS 114 2 0,322 43,46 + 7,44¢
CFS 115 1 0,21° 52,25 + 9,65¢
CFS 116 2 0,40? 59,41 + 6,34°
CFS 117 1 0,04¢ 66,20 + 3,79°
CFS 121 2 0,25° 48,96 + 1,6°
CFS 122 1 0,21¢ 53,30 + 7,59¢
CFS 123 1 0,03¢ 7250 +1,7°
CFS 124 2 0,12¢ 57,96 + 3,45¢
CFS 125 1 0,08° 69,14 + 3,35°
CFS 126 1 0,06° 61,52 + 4,49°
CFS 127 1 0,05¢ 63,64 + 2,74°
CFS 128 1 0,15¢ 61,86 + 4,08°
CFS 129 1 0,08° 69,79 + 7,09

MG 0,21 56,88

CcVv 26,95 11,77

* Pl - Periodo de incubagdo (dias): determinado pelo intervalo de tempo entre a inoculagdo e o surgimento dos primeiros

sintomas;

Y I — Taxa de progresso da doenca (mm dia): valores médios estimados pelo modelo linear ( Yt = Y0 + Y0.r.t ). Para

analise estatisticas, os valores foram submetidos a transformacdo de radicial: |/ + 0,05 . Médias seguidas por letras
diferentes, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em BIC.

2 AACPD — Area abaixo da curva de progresso da doenca (mm2): valores médios + valores de desvio médio. Médias seguidas
por letras diferentes, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em BIC; Valores médios, em

negrito, representam maior severidade.
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Fig. 1. Locais de coletas de isolados de Lasiodiplodia, associados com a queima das folhas
e podriddo basal de frutos de coqueiro, cultivados nos estados da Paraiba (1, 2 e 3) e
Pernambuco (de 4 a 16), Nordeste brasileiro. Areas destacadas por coloracdo diferente
representam a localizacdo geografica dos municipios (Lucena-1, Pitimbu-2, Sousa-3,
Goiana-4, llha de Itamaraca-5, lgarassu-6, Vitdria de Santo Antdo-7, Bom Jardim-8, Bonito-
9, Petrolina-10) e sua disposi¢do nas zonas climéticas (Koppen 1931).



Fig. 2. Queima das folhas e podriddo basal causados por espécies de Lasiodiplodia em
foliolos (A) e em frutos (B) de coqueiro-ando-verde. Frutos assintomaticos inoculados com:
fragmentos de meio de cultivo para o tratamento controle (C), L. pseudotheobromae (D, E,
F) e L. theobromae (G, H, I). Sintomas de podriddo, apds sete dias de inoculacdo, com
destaque aos sintomas na regido peduncular (E e H) e internos no tecido do mesocarpo e
endocarpo (Fe I).
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Fig. 3. Arvore de Maxima Verossimilhanca — MV de espécies de Lasiodiplodia, com
ocorréncias descritas, baseada nas regides génicas ITS, tefl-a, rpb2 e tub2, enraizada com
Lasiodiplodia crassispora (CBS 118741 e CMW 13488). Os valores de Bootstrap acima de
70% (indicando ML/MP) e de probabilidade posterior Bayseana acima de 0,95 estdo
dispostos nos ramos, proximos aos n6s. Sequéncias em negrito foram obtidas nesse estudo
e encontram-se destacadas em quatro agrupamentos coloridos (I, 11, 111, 1V).
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Fig. 4. Frequéncia de espécies de Lasiodiplodia associados com a queima das folhas e
podriddo frutos de coqueiro (A); Frequéncia e distribuicdo geografica de espécies de
Lasiodiplodia nos locais de coletas dos estados da Paraiba e Pernambuco. Nota: O nimero
de isolados esta na base das barras de frequéncia dos graficos.
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Fig. 5. Podriddo basal em frutos de coqueiro-ando-verde: sintomas observados internamente
por corte transversal, ao terceiro (A), quinto (B) e nono (C) dia ap0s a inoculacdo de L.
theobromae — CFS 009, com destaque as lesdes no tecido do mesocarpo e endocarpo (D)

indicadas por setas.
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Fig. 6. Frequéncia das espécies e distribuicdo de isolados de Lasiodiplodia nas zonas
climaticas de coletas (seca, subumida e imida), dos estados da Paraiba e Pernambuco (A);
Agrupamento epidemioldgico (conforme a severidade estimada pelos valores médios da
area abaixo da curva do progresso da doenca — AACPD) de isolados de Lasiodiplodia
patogénicos a coco-ando-verde (B). Nota: O numero de isolados, em cada regido, esta na
base das barras de frequéncia do grafico A.
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Destaques

- M. caribbica esta, frequentemente, presente na microbiota do coqueiro.

- M caribicca pode ser antagénico a espécies de Lasiodiplodia.

- Isolados de M. caribbica diferem quanto ao seu potencial antagonico a Lasiodiplodia.

- M. caribbica pode reduzir sintomas da podridao basal de coco-ando-verde.

Resumo
Problematicas associadas a utilizacdo produtos quimicos nos processos fitossanitarios,
principalmente no tocante a poluigdo ambiental, riscos a saude animal e humana, bem como

a pressdo de selecdo sobre microrganismos fitopatogénicos, estdo muito bem assentadas na
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literarura. O uso de agentes de biocontrole — BCAs representa uma alternativa
ecologicamente sustentavel, passivel de aplicacdo em sistemas de manejo integrado ao
controle de fitopatdgenos, principalmente aqueles relacionadas a doencas pds-colheita. A
identificacdo de leveduras, a partir de sequéncias da regido ITS, indicou a espécie
Meyerozyma caribbica como a mais frequente na microbiota dos tecidos de casca e
mesocarpo de coco, cerca de 70%, colhidos em coqueirais brasileiros, em relagdo as demais
leveduras obtidas. ApoOs teste de avaliagdo antagbnica a L. theobromae e L.
pseudotheobromae, por acdo de metabdlitos difundidos em meio de cultivo in vitro, 23 cepas
de M. caribbica destacaram-se significativamente na inibi¢éo de crescimento micelial - PIC
acima de 73%. Quanto ao seu potencial de inibicdo da podridao basal em coco-ando-verde,
os isolados selecionados in vitro responderam de forma promissora, reduzindo sintomas
causados por L. theobromae no mesmo patamar do fungicidas difenoconazol e tiabendazol
e, sobre L. pseudotheobromae, algumas leveduras superaram até mesmo 0s resultados em
cocos tratados com os defensivos quimicos. Ainda que preliminares, os resultados obtidos
impulsionam as expectativas acerca do biocontrole de Lasiodiplodia spp. Eles representam
os primeiros relatos da presenca de M. caribbica na microbiota de coco, bem como do seu
potencial como BCAs na inibigdo in vitro, por acdo indireta de compostos difundidos em
meio de cultivo, e reducdo dos sintomas da podriddo basal em coco-ando-verde, causada por

L. theobromae e L. pseudotheobromae.

Palavras-chave: Cocos nucifera, microbiota do coqueiro, Lasiodiplodia theobromae,

Lasiodiplodia pseudotheobromae, leveduras
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