UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

CURSO DE AGRONOMIA

FRANCISCA INGRID GOUVEIA FERREIRA

MORFOLOGIA, PATOGENICIDADE E SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS EM
ISOLADOS DE Thielaviopsis ASSOCIADOS A RESINOSE DO COQUEIRO NO CEARA

FORTALEZA

2022



FRANCISCA INGRID GOUVEIA FERREIRA

MORFOLOGIA, PATOGENICIDADE E SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS EM
ISOLADOS DE Thielaviospsis ASSOCIADOS A RESINOSE DO COQUEIRO NO CEARA

Monografia apresentada ao Curso de
Agronomia do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do
Ceara como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Engenheira
Agronoma.

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Souza Lima.
Coorientador: M.Sc. Israel Lopes de Andrade.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F441m  Ferreira, Franciscalngrid Gouveia Ferreira.
Morfologia, patogenicidade e sensibilidade a fungicidas em isolados de thielaviopsis associados a
resinose do coqueiro no Ceara/ Francisca Ingrid Gouveia Ferreira Ferreira. — 2022,
46f. : il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias

Agrérias, Curso de Agronomia, Fortaleza, 2022.
Orientacdo: Prof. Dr. Cristiano Souza Lima.
Coorientagdo: Prof. Me. Israel Lopes de Andrade.

1. Crescimento micelial. 2. Thielaviopsis paradoxa. 3. Resinose. 4. Coqueiro. 5. Teste de

patogenicidade. |. Titulo.
CDD 630




FRANCISCA INGRID GOUVEIA FERREIRA

MORFOLOGIA, PATOGENICIDADE E SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS EM
ISOLADOS DE Thielaviospsis ASSOCIADOS A RESINOSE DO COQUEIRO NO CEARA

Monografia apresentada ao Curso de
Agronomia do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do
Ceara como requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Engenheira
Agrénoma.

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Souza Lima.
Coorientador: M.Sc. Israel Lopes de Andrade.

Aprovado em: 27/01/2022.
BANCA EXAMINADORA

Prof. D.Sc Cristiano Souza Lima (Orientador)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

M.Sc. Israel Lopes de Andrade.
Universidade Federal do Ceara (UFC)

D.Sc. Marlon Vagner Valentim Martins

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)

D.Sc. Eliane Mayumi Inokuti
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

Aos meus pais, Giselle Lima Gouveia

Ferreira e John Lopes Ferreira.



AGRADECIMENTOS

Agradecgo primeiramente a Deus, por ter me dado a oportunidade de estudo,

crescimento e discernimento para concluir minha graduagéo.

Agradeco a Universidade Federal do Ceard, por todo o suporte e formacéao
durante a minha graduacdo. Ademais, gostaria de agradecer a toda a equipe do
laboratorio que esteve disposta a ajudar e contribuir com este Trabalho de Concluséo de
Curso, contribuindo com conhecimentos, ensinamentos, momentos de boas risadas e de
muito trabalho. Em especial ao meu orientador Cristiano, que ofereceu todo o suporte
para a conclusdo deste trabalho, meu co-orientador Israel que esteve sempre disponivel
e me ensinou bastante. Também agradecer a Vitdria, pois estivemos juntas nos ajudando

de forma a deixar esse trabalho mais leve.

Agradeco a minha familia por sempre ter me apoiado em todos os
momentos e todas as minhas escolhas relacionadas ao meu futuro profissional e pessoal.
Ao meu pai John, minha mie Giselle, meu irmao icaro, minha amiga Gaby, ao meus
avos, tios, tias e primos que contribuiram com muito apoio durante os anos de

graduacéo.

Também a contribuicdo do Doutor Antonio Lindemberg, onde fui orientada
do laboratério de Entomologia na EMBRAPA, que confiou no meu trabalho e

proporcionou varias oportunidades de artigos escritos.

Agradeco a minha equipe da Agronémica, onde fiz verdadeiros amigos que
contribuiram fortemente para meu crescimento como Agrénoma, em especial Dani,

Marcos, Thais, Jodo Victor e Lucas.

Também, aos meus amigos que estiveram desde o inicio da graduacédo
comigo, Carol e Antonio, sem vocés essa graduacdo nao teria sido facil, a todos os
momentos de aprendizado, risadas e de estudo. Agradeco as minhas companheiras de
graduacdo que estiveram presentes em muitos momentos de trabalho e estudo, Nicole,

Leticia, Valéria, Helen e Joelma.



— O papel dos infinitamente pequenos na

natureza é infinitamente grande.

Louis Pasteur.



RESUMO

O coqueiro (Cocos nucifera) € uma das plantas cultivadas de maior importancia no
mundo, sendo a sua producdo afetada por diversos fatores, com destaque para as
doencas. A resinose do coqueiro é uma das principais doencas que afeta esta cultura e
tem como agente etiolégico a morfoespécie Thielaviopsis paradoxa. Desse modo,
objetivou-se caracterizar isolados de T. paradoxa associados a resinose do coqueiro nos
municipios de Beberibe, Fortaleza, Paraipaba e Pentecoste bem como caracterizar o seu
agente causal nas areas de producdo no estado do Ceara. Para isso, foram utilizadas
caracteristicas morfologicas, patogénicas e de sensibilidade a fungicidas. Foram obtidos
cinco isolados do fungo Thielaviopsis em amostras apresentando sintomas da doenca. O
fungo apresentou variacdo quanto a coloragdo das colbnias, crescimento micelial e
micromorfologia. Os fungicidas ciproconazol e difenoconazol foram eficientes na
inibicdo do crescimento micelial do fungo nas doses de 50, 100 e 200 pg/mL. O teste de
patogenicidade confirmou a capacidade de colonizacgéo do tecido vegetal do fruto, pelos
isolados fungicos. Os isolados apresentaram variagdo quanto a coloracdo das coldnias,
crescimento micelial e micromorfologia. O teste de patogenicidade confirmou a

etiologia da doenca e mostrou variacao na agressividade dos isolados.

Palavras-chave: Crescimento micelial, Thielaviopsis paradoxa, resinose, coqueiro,

fungicida, teste de patogenicidade.



ABSTRACT

Coconut palm (Cocos nucifera) is one of the most important cultivated plants in the
world, and its production is affected by several factors, especially diseases. Coconut tree
stem bleeding is one of the main diseases that affect this crop and its etiological agent is
the morphospecies Thielaviopsis paradoxa. Thus, the objective of this study was to
characterize T. paradoxa isolates associated with coconut stem bleeding in the
municipalities of Beberibe, Fortaleza, Paraipaba and Pentecoste, as well as to
characterize its causal agent in production areas of Ceard State. Morphology,
pathogenicity and sensitivity to fungicides were used in the characterization of the
pathogen. Five isolates of the fungus T. paradoxa were obtained in samples showing
symptoms of the disease. The fungus showed variation in colony color, mycelial growth
and micromorphology. The fungicides cyproconazole and difenoconazole were efficient
to control fungal growth at doses of 50, 100 and 200 pg/mL. The pathogenicity test
confirmed the ability of the fungal isolates to colonize the plant tissue of the fruit. The
isolates showed variation in colony color, mycelial growth and micromorphology. The
pathogenicity test confirmed the etiology of the disease and showed variation in the

aggressiveness of the isolates.

Keywords: Mycelial growth, Thielaviopsis paradoxa, stem bleeding, coconut,

fungicide, pathogenicity test.
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1 INTRODUCAO

Cocos nucifera L. é cultivado em cerca de 90 paises que destinam o fruto,
principalmente, para a producdo de copra e Oleo, principais derivados do coco
comercializados no mercado internacional. O coqueiro foi introduzido no Brasil através
da Bahia, recebendo a denominagdo de coco-da-baia, e expandiu-se inicialmente pelo
litoral nordestino, onde se encontram os principais produtores nacionais, Bahia, Sergipe
e Ceard. Depois, foi disseminado por quase todo Pais, com excecdo dos estados do
Amap4, Distrito Federal, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BRAINER, 2018).

Conforme os ultimos dados fornecidos pela Faostat (2021), a area mundial
colhida com coco é de 11,8 milhdes de hectares, produzindo 62,9 milhdes de toneladas.
Apenas trés produtores, Indonésia, Filipinas e India ocupam 73,0% dessa éarea e
participam com 74,1% da producéo. Dentre os maiores produtores mundiais, o Brasil é
gquem possui 0 maior rendimento (13.114 kg/ ha), que esta relacionado a tecnologia
empregada na cultura, como conducdo e manejo dos coqueirais, sistemas intensivos de
cultivo e variedades melhoradas do tipo ando e hibrido, que promoveram o aumento da
produtividade e propiciaram a expansao do cultivo para lugares onde ndo havia tradicdo
(MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014).

O coqueiro esta sendo cultivado em quase todo o Brasil, cuja area atual é de
187,5 mil ha com producéo de 1,6 bilhdo de frutos. Na regido Nordeste, concentram-se
80,9% da area colhida de coco do Pais e 73,5% de sua producdo. A segunda maior area
de coco esta na regido Norte, onde prevalece a variedade hibrida. Nas regifes Sudeste e
Centro-Oeste, a variedade mais plantada é do coqueiro-ando,destinado a producdo de
agua; a Sudeste € a segunda maior em producdo, em funcdo do maior rendimento.
15.503 frutos/ha (ETENE 2021).

Regido Nordeste apresenta 0 maior valor da producdo (R$ 719,44 milhdes),
contudo é quem possui a menor produtividade fisica, 4.744 reais/ha, e quem recebe o
menor valor nas vendas de coco (R$ 0,60/fruto). Nas &reas litoraneas dessa Regido,
ainda predominam a variedade de coqueiro-gigante, principalmente destinada a

producdo de coco seco, com baixo rendimento e pequena remunera¢do ao produtor,
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gerando um ciclo de baixa ado¢do de tecnologias e de praticas de manejo cultural, que

necessita de intervencéo para ser quebrado (ETENE, 2021).

Em 2020, o Ceara tornou-se o maior produtor de coco do Brasil, com 21,2%
da area e 24,7% da producgdo nacional. Nesse Estado, as variaveis de produgdo do coco
para dgua estdo crescendo a taxas anuais mais elevadas que as de coco para castanha
(coco seco), de maneira que a producdo estd quase trés vezes maior e o rendimento 5,4
vezes maior (coco agua: 21.896 frutos/ha; coco seco: 4.037 frutos/ha). Por outro lado,
estd havendo reducdo de area do coco seco (-0,9% a.a.), a0 contrario das demais
variaveis de producgdo (ETENE, 2021).

O coqueiro é uma das plantas cultivadas de maior importancia no mundo,
sendo a sua producdo afetada por inimeros fatores, inclusive doencas. A resinose do
coqueiro é uma das principais doencas que afeta esta cultura e tem como agente
etiologico a morfoespécie Thielaviopsis paradoxa (Seynes Honhn). Este fungo tem alta
capacidade de sobrevivéncia no solo e também ja foi detectado em coledpteros como o

Rhynchophorus palmarum (Dias et al, 2014).

A resinose € uma doenca cujo agente causal é o fungo T. paradoxa. Ocorre
na cultura do coqueiro em varias regides do mundo. A variedade de coqueiro ando-
verde tem-se mostrado bastante suscetivel a doenca e a situacdo vem se agravando em

funcdo do manejo dispensado a cultura e do sistema de irrigacdo utilizado na area.

O fungo T. paradoxa é um patdgeno vascular e de solo que pode sobreviver
por longos periodos na terra e em restos de cultura em decomposicdo. Atua tanto em
ambientes Umidos quanto em ambientes secos e pode penetrar na planta através de
ferimentos e das fissuras naturais de crescimento do estipe (FERREIRA et al., 2008).

Algumas técnicas de controle vém sendo empregadas nas propriedades na
tentativa de minimizar os danos causados por esta doenca, inclusive com uso de
defensivos pouco estudados nesta cultura e para esta doenca. Para a cultura do coqueiro
foi utilizado o difenoconazol e o ciproconazol. Testes com estes produtos e com outras
moléculas fungicidas contra T. paradoxa , tanto in vitro , quanto em condicdes de
campo sdo urgentes. Neste sentido este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
a eficiéncia in vitro dos fungicidas sistémicos difenoconazol e ciproconazol sobre o

fungo T. paradoxa (Santos et al, 2019).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia da resinose do coqueiro no estado do Ceard,

caracterizar seu agente etioldgico e testar sua sensibilidade a fungicidas.

2.2 Obijetivos especificos
1. Obter isolados de Thielaviopsis sp. associados a resinose do coqueiro no Ceara;
2. Caracterizar morfologicamente os isolados obtidos;

3. Testar a patogenicidade dos isolados de Thielaviopsis sp. associados a sintomas da

resinose;

4. Testar a sensibilidade in vitro de isolados de Thielaviopsis sp. a fungicidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1. Importéncia da cultura do coqueiro

O coqueiro é considerado uma das arvores mais importantes do mundo,
devido a geracdo de emprego e renda em varios paises do globo, onde seus frutos
podem ser consumidos in natura ou industrializados na forma de mais de 100 produtos
e subprodutos. Além disso, a raiz, estipe, inflorescéncia e as folhas geram diversos
subprodutos de interesse econdmico (FERREIRA et al., 1998).

A introducdo do coqueiro no Brasil e sua adaptacdo aos solos arenosos da
costa brasileira, permitiu o surgimento de uma classe produtora, ocupando um
ecossistema com poucas possibilidades de outras exploracbes comerciais, cuja cadeia
produtiva € muito diversificada e de grande significado social. sua importancia na
grande maioria dos paises se deve ao seu papel na producdo de 6leo, como geradora de
divisas e como cultura de subsisténcia para os pequenos agricultores, fornecendo
alimentos, bebidas, combustiveis, racdo para animais e abrigo. Da casca do fruto se
extrai a fibra que é empregada em estofamentos de veiculos, enchimento de colchdes,
tapecaria, cordoaria e fabrica de pincéis (TUPINAMBA, 2002).

O Brasil é o quinto maior produtor mundial de coco, com a participacéo de
4,5% da producdo total. No mercado global, o fruto do coqueiro é destinado,
especialmente a producdo de copra, tendo como principais derivados, 6leo de coco
(62,0%) e farinha de coco (33,1%). No Brasil, a previsdo para 2020 é de que a area
colhida de coco-da-baia chegue a 223 mil hectares com producdo de 1,95 bilhdo de
frutos. J& o Nordeste continua o maior produtor, com 81,3% da area e 71,2% da
producdo nacional. Por um lado, j& existem na regido iniciativas de modernizacdo da
atividade, com implantacdo de novas areas ou renovacao de coqueirais com variedades
mais produtivas, mas €& preciso investir também no aumento de produtividade da
maioria dos coqueirais ja existentes, com o incentivo de programas governamentais

adequados aos produtores dessas areas (IBGE 2020).

No Ceara, existem os dois cenarios citados anteriormente, &reas com
coqueiros tradicionais, destinados a producéo de coco seco, proveniente, em geral, do
coqueiro gigante, que representam mais de 60,0% da éarea total, 29,8% da producgéo

estadual e uma produtividade média muito baixa (3,7 mil frutos/ha). Por outro lado, a
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producdo do coqueiro ando, coco para agua, ja superou a do coco seco (mais de 70,0%
do total), visto que, além de ser uma variedade mais produtiva, seu cultivo é quase todo
em sistema de irrigacdo, atingindo uma produtividade média de 16,7kg/ha (IBGE,
2020).

Nas condigdes do nordeste brasileiro a cultura do coqueiro pode ser
infectada por diversos patdgenos causadores de véarias doencas. Dentre estas, a
ocorréncia da resinose do estipe do coqueiro ou “stem bleeding”, causada pelo fungo T.
paradoxa, tem-se tornado motivo de extrema preocupacdo dentre produtores,
instituicGes de pesquisa, 6rgdos de assisténcia técnica e de defesa sanitaria, devido a sua

rapida disseminacédo e consequente queda de producdo (Warwick, Passos 2009).

A variedade de coqueiro ando-verde vem se mostrando bastante suscetivel a
doenca, favorecendo o aumento da fonte de indculo. Situacdo essa agravada em funcéo
do manejo, da adubacdo organica e o sistema de irrigacdo utilizado na area. Para agravar
ainda mais o quadro, a regido € propicia a atividade da broca-do-olho (R. palmarum),
inseto este envolvido tanto na disseminac¢do da resinose como do “anel-vermelho do
coqueiro”. De acordo com Nambiar et al. (1986) o fungo T. paradoxa pode sobreviver
por longos periodos no solo, nos restos de cultura em decomposicdo e pode causar
infeccdo através de ferimentos e das fissuras naturais de crescimento do tronco,
disseminando-se principalmente através de insetos vetores e do contato entre raizes
(ALVES, 2011).

O fungo também é encontrado nas espécies de palmeiras dos géneros Areca,
Caryota, Elaeis, Phoenix, Rhaphis, Roystoneia, Sabal, Syagrus e Washingtonia. Outras
plantas susceptiveis sdo: banana, cacau, café, milho, videira, abacaxi, sorgo e cana-de-
acucar. A resinose é uma doenca letal ao coqueiro, ocorrendo principalmente em locais
Umidos. A transmissdao entre plantas nesses locais ocorre pelas raizes; entretanto, a
transmissdo a longas distancias pode ocorrer via insetos. Foi detectada a presenca de T.
paradoxa no corpo de R. palmarum e Metamasius hemipterus coletados em armadilhas
no Platd6 de Nedpolis, SE. Também sdo encontrados outros insetos em plantas com
sintomas, como Xyleborus spp. e Rhinostomus barbirostris, que contribuem para
aumentar a severidade dos danos ao coqueiro. Solos contaminados, respingos de agua
no estipe da planta, restos culturais contaminados e ferramentas utilizadas na colheita ou

na erradicacdo das plantas doentes também sdo importantes disseminadores da resinose.
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O patogeno pode sobreviver por longos periodos no solo, na forma de estruturas de

resisténcia denominados clamidosporos (Ferreira, 2008)

Dentre os principais sintomas (figural) da doenca, pode-se destacar o
aparecimento de um liquido marrom-avermelhado que escorre através de rachaduras no
tronco, que ao secar pode adquirir uma coloracdo avermelhada ou enegrecida; redugéo
na frequéncia de emisséo de folhas e no tamanho das mais novas; afinamento do tronco
na regido préxima a copa, sintoma observado com o progresso da doenca; folhas
amarelo-pardacentas frageis e sujeitas a quebra, levando a morte da planta nos estadios
mais avangados da doenga (WARWICK; PASSOS, 2009).

IMAGEM 1: sintomas do T. paradoxa na cultura do coco.

-

Fonte: Israel Andrade (2022)
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Ceara (UFC) no
municipio de Fortaleza — CE. No Laboratério de Micologia, Setor de Fitossanidade,
Departamento de Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias. Como ponto de partida do
experimento foram coletados frutos do coqueiro, com a finalidade de avaliar a presenca

de Thielaviopsis paradoxa .

4.1 Coleta

A coleta do material ocorreu em cinco municipios diferentes no Estado do
Ceara, englobando Paraipaba (Latitude: 3° 26" 30" Sul, Longitude: 39° 8' 57" oeste),
Fortaleza (0° 45' 47" de latitude Sul e 380 31' 23" de longitude W), Itapipoca (Latitude:
3° 29' 38" Sul, Longitude: 39° 34' 37" QOeste), Pentecoste (Latitude: 3° 47" 29" Sul,
Longitude: 39° 15' 58" Oeste) e Beberibe (Longitude: -38.1335 4° 10" 44" Sul, 38° 8" 1”

Oeste), priorizando frutos jovens e material fresco.

4.2 Desinfestacdo

Apos a coleta dos frutos foi realizada a desinfestacdo onde foi utilizado
alcool etilico (CH3 CH2 OH) a 70%, em seguida FOI usado hipoclorito de sddio
(NaClO) 1,0 % por 2 minutos e apos isso utilizado agua estéril. Apos esse procedimento
o material foi colocado em camara Umida com o intuito de oferecer as condicGes

adequadas para o crescimento do fungo Thielaviopsis paradoxa.

4.3 Isolamento

Os frutos foram armazenados em camara umida por pelo menos sete dias
antes de iniciar o procedimento de isolamento dos fungos. Foram analisadas com o

auxilio de uma lupa as areas com 0s sintomas mais caracteristicos e lesdes com



23

aparentes sintomas visuais do patdégeno. A base do fruto foi a regido com maior

incidéncia do patogeno e o isolamento foi feito nessa area.

Ap0s o crescimento do patdgeno nas areas lesionadas foi utilizado uma alca
flambada para retirar a parte sintomética e colocados em tubos contendo agua+tween
2,5%. Posteriormente, agitado com auxilio de um agitador tipo vortex para a solucéo
tornar-se homogénea. Entdo pode-se ser distribuido nas placas de Petri contendo o meio
de cultura cenoura e agar (CA, Tuite 1969). A manipulacdo da transferéncia do tubo
para as placas, foi realizada em uma camara de fluxo laminar, para manter as condi¢des

estéreis do ambiente, assim evitando contaminac¢Ges do meio.

ApoOs esse processo a placa de Petri foi levada para a sala de crescimento,
onde ficou de 6 a 8 horas para a germinacgdo dos esporos do fungo (figura 2). Apos esse
periodo, foi avaliado os esporos do fungo com o auxilio do microscopio e dessa forma,
sendo isolados. Para a obtencdo de uma cultura pura serdo coletadas as pontas dos
esporos, apos isso serao inseridos novamente em um tubo contendo agua+tween 2,5%,

assim sendo distribuidos novamente em uma placa de Petri com meio de cultura.

Figura 2 - Esporos germinando de Thielaviopsis paradoxa.

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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4.4 Caracterizagdo

A resinose é uma doenca causada pelo fungo Thielaviopsis paradoxa,
anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa. T. paradoxa. O fungo pode sobreviver
por longos periodos no solo, nos restos de cultura em decomposicdo e pode causar
infeccdo através de ferimentos e das fissuras naturais de crescimento do tronco,
disseminando-se através de insetos vetores e do contato entre raizes (NAMBIAR et al.,
1986).

De acordo com Yadahalli, Adiver e Kulkarni (2007), T. paradoxa apresenta
crescimento e producdo de esporos em abundéncia entre 25°C e 28°C e pHentre6e 7.
Produz dois tipos de esporos: microconidios e macroconidios. Os microconidios sao
responsaveis pela rapida infestacdo das plantas, sendo produzidos em cadeias longas
nos conidioforos. Tem paredes delgadas e inicialmente de coloracédo hialina, se tornando
pardo- escuro. Ja os macroconidios apresentam coloracdo verde-oliva e posteriormente
pardo- escura, formando cadeias de 3 a 10 conidios por conidiéforo e funcionam como
estrutura de resisténcia em condi¢des adversas (TOKESHI; RAGO, 2005).

4.5 Teste de Patogenicidade

Para a realizacdo do teste de patogenicidade e agressividade em coqueiros
foi realizada a repicagem de cada um dos 5 isolados para placas de Petri contendo meio
batata, dextrose e agar (BDA). Apos dois dias de incubacdo em camara de crescimento,
foram retirados discos 5 mm das placas contendo micélio e esporos do fungo que foram

posteriormente utilizados para a inoculacdo (Santos at al, 2019).

O crescimento micelial e as caracteristicas morfolégicas do fungo foram
avaliados in vitro. Para tanto, discos de micélio de 5 mm de didmetro, de cultura
cultivada por dois dias, foram repicados para placas de Petri, contendo o meio de cultura
BDA e incubados durante trés dias em uma sala de crescimento a temperatura de 28 °C
e fotoperiodo de 12 h (Nascimento, 2019).

Para a inoculacdo foram realizados ferimentos superficiais utilizando
furador de rolha da mesma dimenséo do disco de micélio na regido da bractea (figura 2).

Em seguida, com auxilio de uma pinga, o disco de BDA com o crescimento fungico foi
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colocado em contato com o ferimento na bractea. Colocou-se algoddo esterilizado
umedecido com agua destilada esterilizada e plastico filme, que foi retirado apo6s 48

horas. Para cada isolado foram feitas duas repeticdes.

Foi realizado o mesmo procedimento para testemunha, porém os discos
continham apenas o meio BDA, sem o fungo Thielaviopsis paradoxa. Aos 2 dias ap0s a
inoculagdo avaliou-se, a presenga ou auséncia de sintomas para determinacdo da

patogenicidade dos isolados.

Ja para a avaliacdo da agressividade, foi determinado o tamanho das lesdes,
com o auxilio de um paquimetro, medindo-se as les6es nos eixos vertical e horizontal,

com posterior calculo da area da lesdo (Talamini at al., 2019).
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Figura 1 - Método do disco de micélio para a inoculagdo
de T. paradoxa.

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Para comprovar a patogenicidade foi feito o reisolamento do patégeno em
meio BDA, o procedimento realizado foi com a utilizacdo de uma faca, onde foi feito
um corte retirando um fragmento no ponto de intercessao entre o tecido com sintoma e
o tecido sadio. Apés a retirada desse fragmento foi feito uma desinfestagéo,

mergulhando em alcool 70% e depois colocando na chama.

Dessa forma, os fragmentos foram retirados de cada area onde foi realizado
a inoculacdo, totalizando 3 fragmentos por fruto. Cada pedaco de tecido vegetal foi
acondicionado em placa esterilizada, e levado para a camara de fluxo laminar. Os
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tecidos foram postos em papel filtro e foi retirada a parte mais externa do fragmento e
apos isso levada as placas com o meio de cultura. As placas foram acondicionadas em

sala de incubacdo com fotoperiodo de 12 h e temperatura controlada de +-25 °C.

Apds dois dias foram verificados o crescimento de micélio nas placas. Foi
retirado uma por¢do do meio de cultura com micélio da regido de crescimento do fungo,
antes que as colbnias se encontrassem de forma a analisar 0s esporos que se

desenvolveram eram caracteristicas de Thielaviopsis paradoxa.

4.6 Testes com o uso de fungicidas

Foram realizados testes para avaliacdo in vitro da sensibilidade do fungo
Thielaviopsis paradoxa. aos fungicidas: ciproconazol e difeconazol. Foi avaliado o
efeito dos fungicidas sobre o crescimento micelial do fungo de 5 isolados do coqueiro
nos municipios de Beberibe, Fortaleza, Paraipaba e Pentecoste (Testemunha, UFCM-
0716, UFCM-0717, UFCM-0718, UFCM-0719, UFCM-0720) do fungo testado.

Tabela 1 - Principios ativos, modo de acao, e indicacdo de controle testados
in vitro para inibicdo de crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa.

Principio Modo de  Indicacéo de Nome
Ativo acao controle cientifico
Ciproconazol Sistémico Sem registro
para 0 coco
Podrid&o dos
frutos e Lasiodiplodia
) o queima-das-  theobromae
Difeconazol Sistémico folhas
Mancha- Bipolares
plrpura incurvata

Fonte: elaborado pelos autores (2022).



28

Os fungicidas foram padronizados com relagdo a concentracdo do
ingrediente ativo a partir das formulacGes comerciais (Tabela 1). Para cada fungicida foi
preparada uma solucdo composta pelo produto comercial e agua destilada esterilizada
(ADE).

O delineamento experimental foi o0 inteiramente ao acaso
com 5 isolados e trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma
placa de Petri. Os tratamentos foram constituidos pelos fungicidas: ciproconzazol e
difeconazol nas concentragfes de 0, 50, 100 e 200 pg de i.a./ mL) e a testemunha sem
fungicida. Cada fungicida foi adicionado ao meio BDA a 45 °C por meio de dilui¢Ges a
partir de solucéo estoque até a concentragéo desejada.
Para a testemunha, adicionou-se, somente &gua destilada esterilizada. O meio
foi distribuido para placas de Petri de 9 cm de diametro. Em seguida, discos
de cultura em BDA, de 5 mm de didmetro, obtidas das bordas das colonias do
fungo com 5 dias de crescimento, foram repicadas para o centro das placas e
incubadas por dois dias (27 °C, fotoperiodo de 12 h) (Ferreira 1999).

As avaliacbes constaram da mensuracdo do crescimento micelial com
paquimetro, por meio da média dos diametros perpendiculares entre si. As
avaliacbes foram realizadas apO6s dois dias, quando as colbnias das
placas controles atingiram as bordas das mesmas. Foram determinados os valores de
ED50 (concentracdo efetiva inibitdria de 50% do crescimento micelial) e, também, a
CMI (concentracdo minima inibitoria) de cada fungicida. Apds o célculo de ED50, o
isolado foi classificado em 4 categorias de sensibilidade, segundo a escala de Edgington
et al. (1971), em que: ED50 < 1 ppm: alta sensibilidade (AS); ED50 1 - 10 ppm
moderada sensibilidade (MS); ED50 10 - 50 ppm baixa sensibilidade (BS); ED50 > 50
ppm insensibilidade (1). Os fungicidas também foram classificados em quatro categorias
de eficiéncia, de acordo com a escala de Edgington et al. (1971) e Kataria e Grover
(1978), citados por Parisi (1997), em que: ED50 < 1 ppm: alta eficiéncia (AE); ED50 1
- 10 ppm moderada eficiéncia (ME); ED50 10 - 50 ppm baixa eficiéncia (BE); ED 50 >
50 ppm insensibilidade (I). As andlises estatisticas foram processadas com o auxilio do
programa SISVAR versao 5.3. (FERREIRA, 1999).
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Tabela 2 - Concentracdes utilizadas de ciproconazol e difeconazol para teste
fungicida do Thielaviopsis paradoxa.

FUNGICIDA: CIPROCONAZOL

Qﬁ@gﬂ'éggf CONCENTRACAO FUNGICIDA ADE
SOLUCAO 1 200ppm 6,67 ml 13,33 ml
SOLUCAO 2 100ppm Slociurg;gal 10 ml
SOLUCAO 3 50ppm Slociurg;ge; 10 ml

FUNGICIDA: DIFENOCONAZOL

TT?S(E)?;';ONQT/E CONCENTRACAO FUNGICIDA ADE
SOLUCAO 1 200ppm 2,67 ml 17,33ml
SOLUCAO 2 100ppm Sloolurg;gi 10 ml
SOLUCAO 3 50ppm Sloolurg;gaz 10 ml

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.7 Morfologia

O crescimento micelial e as caracteristicas morfoldgicas do fungo foram
avaliados in vitro. Para tanto, discos de micélio de 5 mm de didmetro, de cultura
cultivada por sete dias, foram repicados para placas de Petri, contendo o meio de cultura
BDA e incubados durante dois dias em sala de crescimento a temperatura de 28 °C e
fotoperiodo de 12 h. Foram tomadas medidas do didmetro da col6nia em dois eixos
perpendiculares marcados no fundo de cada placa. Calculou-se a velocidade de
crescimento micelial. Outras caracteristicas fungicas como coloragdo da colbnia
também foram registradas. As dimensdes dos conidios foram mensuradas por

microscopia fotdnica a partir de uma suspensdo de indculo preparada de colénias com
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sete dias de incubacdo. Foram registrados o comprimento e largura de 30 conidios
cilindricos, clamiddésporos e ascdsporos amostrados ao acaso em laminas sob aumento
de 40 vezes, ja os peritécios avaliados foram amostrados ao acaso em laminas sob
aumento de 10 vezes. Foram expressas as médias de comprimento e de largura, assim
como registrados os limites superiores e inferiores de cada dimensdo (Nascimento,
2020).

4.8 Crescimento Micelial

Para a avaliacdo do crescimento micelial, discos de micélio com 5 mm de
didmetro das culturas monosporicas foram transferidos para placas contendo 10 mL de
meio BDA e submetidas a um fotoperiodo de 12 horas em sala de crescimento. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com duas repeticoes,
sendo que cada repeticdo foi composta de 5 placas de Petri. As avaliagdes foram
realizadas, através de medicGes do diametro das colbnias em dois eixos ortogonais
(média das duas medicBGes diametricamente opostas), iniciando-se 48 horas partir do
momento em que foi colocado o disco de micélio com os isolados no meio de cultura,

até que um dos tratamentos atingisse o didmetro total da placa de Petri (Costa 2011).

4.9 Andlise Estatistica

Foi utilizado para a realizacdo do teste de patogenicidade e do teste de
sensibilidade aos fungicidas a Analise de Variancia com teste de Tukey utilizando o
SISVAR, para o teste de sensibilidade aos fungicidas também foi realizado uma anélise

de variancia e analise de regressdo utilizando o SISVAR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O isolamento foi realizado a partir destes isolados nos seguintes municipios
do Estado do Cearé Paraipaba (Latitude: 3° 26' 30" Sul, Longitude: 39° 8' 57" oeste),
Fortaleza (0° 45' 47" de latitude Sul e 380 31' 23" de longitude W), Itapipoca (Latitude:
3° 29' 38" Sul, Longitude: 39° 34' 37" Oeste), Pentecoste (Latitude: 3° 47' 29" Sul,
Longitude: 39° 15' 58" Oeste) e Beberibe (Longitude: -38.1335 4° 10" 44" Sul, 38° 8’ 1”
Oeste).

Tabela 1 — Isolados de Lasiodiplodia utilizados no experimento

Isolado Fonte do in6culo Local de origem
UFCM-0716 Fruto do coqueiro Pentecoste, CE
UFCM-0717 Fruto do coqueiro Paraipaba, CE
UFCM-0718 Fruto do coqueiro Caucaia, CE
UFCM-0719 Fruto do coqueiro Fortaleza, CE
UFCM-0720 Fruto do coqueiro Beberibe, CE

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Todos os isolados produziram lesGes nos pontos de inoculacdo, quando
foram inoculados no coco, induzindo sintomas caracteristicos da resinose observadas no
teste do disco de micélio. Apos dois dias de inoculacdo, todos os isolados de T.
paradoxa inoculados causaram lesbes necroticas onde foi realizado a inoculacao (Figura
4). Além de causar as lesdes necroticas, a inoculacdo do isolado UFCM-0718, também

visto exsudacdo de seiva nas lesfes da inoculacao (figura 5).



Figura 4 - Lesdes necroticas desenvolvidas na regido
da bréctea dos frutos 2 dias ap06s a inoculagdo dos
isolados de Thielaviopsis paradoxa e a testemunha.

Fonte: Elaborado pela autora (2022). Na sequéncia: A:
Testemunha, B: UFCM-0716, C:UFCMO0717, D:UFCM-
0718, E:UFCM-0719, F:UFCM-0720
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Figura 5 - LesBes necrdticas
desenvolvidas no isolado UFCM-
0718 com exsudacdo de seiva.

Fonte: elabora pela autora (2022).

Os isolados UFCM-0719 e UFCM-0720 foram os que apresentaram maior
agressividade no experimento do teste de patogenicidade promovendo as maiores areas
de lesbes necrdticas e diferiram estatisticamente apenas da testemunha (grafico 1). Esses
isolados sdo provenientes dos coqueiros da regido de Fortaleza e de Beberibe. Embora
com éareas da lesdo maiores em valor numérico, 0os demais isolados nao diferiram

estatisticamente entre si, apenas da testemunha.



34

Gréfico 1 - Teste de patogenicidade dos isolados em frutos verdes

Meédias
0 a2 a2
30 a2 a2 32
20
10 al
0
MEDIAS

B TESTEMUNHA ® UFCM-0716 ™ UFCM-0717
UFCM-0718 FCM-0719 UFCM-0720

Fonte: elaborado pela autora (2022) Teste estatistico com mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. UFCM-
0716 a2, UFCM-0717 a2, UFCM-0718 a2, UFCM-0719 a2, UFCM-0720 a2
e Testemunha al.

Na andlise estatistica ndo apresentou diferenca estatistica significativa
(P<0,05), apenas da testemunha. Apés o reisolamento a partir de tecidos da regido
submetida aos ensaios de patogenicidade, apenas as testemunhas ndo apresentaram
crescimento de T. paradoxa em meio de cultura, enquanto todos os tratamentos que
foram inoculados nos testes de patogenicidade, apresentaram crescimento de colonias

de T. paradoxa ap0s o reisolamento (Figura 6).
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Figura 6 - Reisolamento de isolados de Thielaviopsis paradoxa
obtidos de coco observados no Ceara.

Fonte: elaborado pela autora (2022). A- TESTEMUNHA B - UFCM-0716, C — UFCM-
0717, D- UFCM-0718, E- UFCM-0719, F — UFCM=
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Quanto ao crescimento micelial, o fungo apresentou crescimento répido
sendo que, com 48 horas apds a repicagem, a coldnia ja ocupava toda a superficie da
placa de Petri, chegando a borda. Foi comprovado que todos os isolados mostraram um
padréo de crescimento similar, onde notou-se maior velocidade de crescimento total do

fungo, ocupando toda a placa ao 20 dia de crescimento (gréfico 2).

Observou-se também, durante os dias de crescimento, que a coloracao
variou, apresentando-se 0 micélio branco, entre os dois primeiros dias, e no terceiro dia
a coloracdo negra. Os isolados apresentaram textura micelial aveludada com micélio
ralo e aéreo, apresentando diferenca entre si e com tonalidades que variaram de uma
coloracdo (tabela 3), acinzentada para uma coloragdo mais escura (Figura 7) (Santana,
2016).

Grafico 2 - Crescimento medio de Thielaviopsis sp. em BDA 48
horas ap0ds o plagueamento.

Crescimento micelial
35 az2 az2
3,4

33 a2 a2
3.2 a2

2,9
ISOLADOS

HUFCM-0716 ®UFCM-0717 ™ UFCM-0718 UFCM-0719 UFCM-0720

Fonte: elaborado pela autora (2022). Teste estatistico com mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. UFCM-0716 , UFCM-
0717, UFCM-0718, UFCM-0719, UFCM-0720 e Testemunha.



Tabela 3 - Variagao de coloracdo de Thielaviopsis paradoxa.

COLORACAO
ISOLADOS  REPETICAO FRENTE VERSO
R1 119 Dark Mouse Grey 118 Mouse Grey
UFCM-0716 R2 119 Dark Mouse Grey 118 Mouse Grey
R3 119 Dark Mouse Grey 128 Mouse Grey
R1 104 Fuscous Black 118 Mouse Grey
UFCM-0717 R2 104 Fuscous Black 118 Mouse Grey
R3 118 Mouse Grey 105 Smokey Grey
R1 104 Fuscous Black 118 Mouse Grey
UFCM-0718 R2 104 Fuscous Black 118 Mouse Grey
R3 104 Fuscous Black 118 Mouse Grey
R1 122 Iron Grey 121 Olivaceous Grey
UFCM-0719 R2 119 Dark Mouse Grey 112 Leaden Grey
R3 104 Fuscous Black 112 Olivaceous Grey
R1 119 Dark Mouse Grey 118 Mouse Grey
UFCM-0720 R2 117 Pale Mouse Grey 105 Smokey Grey
R3 117 Pale Mouse Grey 120 Pale Olivaceous Grey

Fonte: utilizacdo da cartela de cores RAYNER 1970, elaborado pela autora (2022).
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Figura 7 - Variacdo de coloragao entre os isolados.

4

P F

Fonte: elaborado pela autora (2022). A- Isolado UFCM-0716, B Isolado -UFCM-0717, C isolado-
UFCM-0718, D isolado-UFCM-0719, E isolado-UFCM-0720

Para o teste de sensibilidade, os fungicidas Ciproconazol e Difeconazol

foram eficientes na inibicdo do crescimento micelial de T. paradoxa.

Além disso, conforme a anélise de variancia e as equacfes de regresséo, o
fungicida Ciproconazol se destacou na inibigdo do crescimento micelial (gréfico 3) do
fungo em todas as concentragdes, visto que ndo houve crescimento em nenhum dos
tratamentos (gréafico 4). J& para o Difeconazol, a menor concentragdo de 50 ppm obteve
controle de 100% em relacéo a concentracéo de 100 e 200 ppm (grafico 4). Com relacéo
ao controle, as testemunhas que ndo continham os fungicidas em questdo, tiveram o
crescimento normal (figuras 8 e 9). Também pode ser avaliado que o ciproconazol e o

difeconazol obtiveram alta sensibilidade, além de alta eficiéncia.



Gréfico 3 - Equacbes de regressdo, eficiéncia e sensibilidade de
Thielaviopsis paradoxa a fungicidas dois dias apds o plaqueamento em
meio de cultura.
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Fonte: andlise de regressdo, elaborado pela autora (2022).
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Tabela 4 - Equacdes de regressdo, valores médios de ED50 (concentragdo suficiente
para inibir 50% do crescimento micelial), eficiéncia e sensibilidade de Thielaviopsis
paradoxa a fungicidas dois dias apds o plaqueamento em meio de cultura.

Equacdo de regressdo ED50 (ugde  Escala  S1 S2

l.a./ mL)
Ciproconazol y=-1,0848x2+0,004x+58,5879 4,95 <1l MS ME
Difeconazol y=-1,0994x2+0,0041x+58,748 4,93 <1 MS ME

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Legenda: Sensibilidade ao fungicida — AS (alta sensibilidade), MS (moderada
sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel); Eficiéncia do fungicida - AE
(alta eficiéncia), ME (moderada eficiéncia), BE (baixa eficiéncia), | (ineficiente).
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Figura 8 - Crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa das testemunhas do
teste fungicida.

Fonte: elaborado pela autora (2022). Na imagem estdo contidas as TESTEMUNHAS do teste de
sensibilidade a fungicidas T= testemunha; A: Isolado UFCM-0716, B: Isolado: UFCM-0717, C:
Isolado UFCM-0718, D: Isolado UFCM-0719, E: Isolado UFCM-0720.
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Figura 9 - Crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa das placas contendo Ciproconazol e
Difenoconazol.

Fonte: elaborado pela autora (2022). Na imagem estdo contidas A: F2C1, B F2C1, C: FIC2, D: F1C3, E: F2C3,
F: F2C3, H: F2C3, J: F2C3 do teste de sensibilidade a fungicidas T= testemunha; F1= ciproconazol; F2=
difenoconazol; C1= concentra¢dol; C2= concentragdo 2 e C3= concentracdo 3

Relacionado aos dados (tabela 5) levantados para a morfologia (figura 10), o
Thielaviopsis paradoxa na fase sexuada, foi comprovado a ocorréncia de numerosos
peritécios com dimensdes de 225,8-181,1 um de comprimento a 223,4-165,3 um de
largura e com médias de 165,72-149,02 um de coloracdo marrom-escura, exibindo um
longo pescogo com filamentos de hifas associados na abertura, de onde séo liberados
ascosporos hialinos, asseptados, elipsoides com lados desiguais curvados, e cercados de

uma bainha gelatinosa, tipica do fungo (Ferreira, 2006).



Tabela 5 - Medigoes das estruturas em pm para a morfologia de T. paradoxa.
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ASCOSPOROS CLAMIDOSPOROS
Isolados Comprimento  Largura C/L Isolados Comprimento  Largura C/L
(nm) (nm) (nm) (nm)
UFCM-0716 2,16 089 242 UFCM-0716 4,3 3,9 1,10
UFCM-0717 2,7 14 1,92 UFCM-0717 49 4,2 1,16
UFCM-0718 2,9 1,18 2,45 UFCM-0718 45 41 1,09
UFCM-0719 - - - UFCM-0719 5,2 4,2 1,23
UFCM-0720 2,3 0,9 2,55 UFCM-0720 4,9 4,3 1,13
PERITECIO CONIDIOS EM CADEIA
Comprimento  Largura CIL Isolados Comprimento  Largura C/L
Isolados (1m) (1m) (m) (1m)
UFCM-0716 215,6 166,9 1,29 UFCM-0716 7,1 6,9 1,03
UFCM-0717 225,8 2234 1,01 UFCM-0717 12,1 6,0 2,02
UFCM-0718 206,1 1895 1,09 UFCM-0718 14,6 7,1 2,06
UFCM-0719 - - - UFCM-0719 15,6 7,2 2,17
UFCM-0720 181,1 165,3 1,10 UFCM-0720 14,2 8,6 1,65

Fonte: elaborado pela autora (2022).

Os ascésporos sdo pequenos e hialinos, com dimensfes de 2,1-2,9um de
comprimento por 0,8 a 1,4 um de largura, com médias de 2,01-0,87 um 0s quais se
acumulam em uma matriz cor creme, na extremidade do peritécio (Ferreira, 2006). Vale
ressaltar, que o isolado IT025 ndo esporulou, logo ndo obteve a presenca de ascdsporos
e nem de peritécio, visto que é uma variedade heterotalica, enquanto os outros isolados

sdo homotalicos.

Podem ser observados conidioforos hialinos a marrom-claro, crescendo
livremente a partir de hifas septadas, produzido numerosos conidios hialinos, cilindricos
e retangulares com dimensdes de 7,1-15,6 um de comprimento a 6,0-8,6 um de largura
e médias de 12,72-7,16 um (artroconidios), formados por fragmentacdo das hifas, além
de numerosos clamiddsporos com dimensdes de 4,3-5,2 um de comprimento a 3,9-4,3
um de largura, com médias de 4,76-4,14 um, lisos, ovais e de coloracdo marrom-

escuros, produzidos também a partir dos conidiéforos.
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Figura 10 - llustragdo das estruturas para a morfologia de T. paradoxa.

Fonte: A e B: ascosporos (isolado UFCM-0718), C: clamidoésporos (isolado UFCM-0717),
D: conidios em cadeias (isolado UFCM-0720), E: hifas (isolado UFCM-0720), F: peritécio
e pescoco longo (isolado UFCM-0720). Elaborado pela autora (2022).
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6 CONCLUSAO

A resinose em frutos de coco esta presente nos cinco municipios estudados
do Ceara e € causada pela morfoespécie T. paradoxa.

Os isolados avaliados apresentaram morfologia tipica de T. paradoxa.

Os isolados foram patogénicos aos frutos de coco, causando 0 sintoma
tipico da resinose.

N&o existe variabilidade significativa na agressividade dos isolados de T.
paradoxa das areas de cultivo do Ceara analisadas.

Os fungicidas ciproconazol e difenoconazol foram eficientes no controle in

vitro dos isolados de T. paradoxa do coco.
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