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RESUMO GERAL

A ocorréncia da resinose, causada por Ceratocystis paradoxa (Anamorfo:
Thielaviopsis paradoxa), compromete a produtividade do coqueiro-ando-verde e representa
ameaca para toda a cadeia produtiva do coco-verde. N&o ha registros no Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) de fungicidas para 0 manejo dessa doenga, 0
uso indiscriminado do fungicida tiofanato metilico pode resultar no surgimento de linhagens
patogénicas resistentes, contaminacdo ambiental e a satde humana. O controle bioldgico
utilizando-se leveduras, promissores agentes de biocontrole, pode representar uma solucao
eficiente e aplicavel quando agregada ao manejo da cultura. Nao foram recuperados trabalhos
sobre leveduras no controle do agente causal dessa enfermidade, assim como estudos
referentes ao seu controle em campo. O trabalho teve por objetivo selecionar leveduras,
obtidas de frutos do coqueiro-ando-verde, com potencial para o biocontrole da resinose do
coqueiro, em mudas de coqueiro-ando-verde. Trinta e sete leveduras, isoladas de cocos
imaturos, foram avaliadas in vivo quanto ao potencial de reducao dos sintomas de resinose em
mudas de coqueiro-ando-verde, acondicionadas em telado sob 40+2 °C e 60% UR, por dois
métodos de aplicacdo: aspersdo (10 mL de 1x107 células mL?) e injecdo (1 mL de 1x10’
células mL™?); e in vitro (28+2 °C, 12 h fotoperiodo), quanto inibicdo de crescimento micelial,
acdo de metabdlitos volateis, parasitismo, antibiose e atividade “killer”. Quinze cepas de
leveduras, reduziram in vivo o percentual de area lesionada por C. paradoxa isolado de Moju-
PA. In vitro, os isolados identificados como Pichia guilliermondii (LEV 25) e Candida
dosseyi (LEV 47), destacaram-se como 0s antagonistas potencialmente promissores, pois
inibiram o didmetro de crescimento micelial, competindo por espaco e nutrientes, e reduziram
a producdo de conidios, pela acdo de metabolitos volateis sobre os isolados patogénicos de
Moju-PA, Nedpolis-SE e da Sousa-PB. Este é o primeiro relato da reducdo dos sintomas de
resinose em mudas de coqueiro-ando-verde pela acdo antagdnica de leveduras sobre C.
paradoxa. Os isolados de P. guilliermondii e C. dosseyi apresentam potencialidade como

componente do manejo integrado da resinose do coqueiro.

Palavras-chaves: Candida dosseyi, Ceratocystis paradoxa, coqueiro-andao-verde, manejo
integrado, Pichia guilliermondii, Thielaviopsis paradoxa



GENERAL ABSTRACT

The occurrence of stem bleeding, caused by Ceratocystis paradoxa (Anamorphic:
Thielaviopsis paradoxa), compromises the productivity of green dwarf coconut and poses a
threat to the entire production chain of green coconut. There are no fungicides registered in
the Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) for the management of this
disease, the indiscriminate use of the fungicide thiophanate methyl may result in the
emergence of resistant pathogenic strains, environmental contamination and to human health.
Biological control using yeast, promising biocontrol agents, may represent an efficient and
applicable solution when aggregated to crop management. Work on yeasts not recovered in
control of the causal agent of this disease, as well as studies related to its field control. The
study aimed to select yeasts from fruits of the green dwarf coconut, with potential for
biocontrol of stem bleeding coconut on the seedlings of green dwarf coconuts. Thirty-seven
yeasts, isolated from immature coconuts, were evaluated in vivo for their potential to reduce
the symptoms of stem bleeding in seedlings of green dwarf coconuts, packed in a greenhouse
under 40 + 2 ° C and 60 % RH, for two methods of application: spray (10 mL de 1x107 cells
mL?) and injection (1 mL de 1x107 cells mL™); and in vitro (28 + 2 °C, 12 h photoperiod), as
for inhibition of mycelial growth, volatile metabolic action, parasitism, antibiosis and "killer"
activity. Fifteen yeast strains in vivo reduced the percentage of the area damaged by C.
paradoxa isolated Moju - PA. In vitro, the isolates identified as Pichia guilliermondii (LEV
25) and Candida dosseyi (LEV47), stood out as potentially promising antagonists, because of
the diameter of the inhibited mycelial growth , competing for space and nutrients, and reduced
production of conidia by the action of volatile metabolites on pathogenic isolates of Moju -
PA, Neopolis- SE and Sousa —PB. This is the first report of reduction of the symptoms of
stem bleeding in seedlings of green dwarf coconuts by the antagonistic action of yeast on C.
paradoxa. The isolates of P. guilliermondii and C. dosseyi have potential as a component of

integrated management of coconut stem bleeding

Keywords: Candida dosseyi, Ceratocystis paradoxa, green dwarf coconut, integrated
management, Pichia guilliermondii, Thielaviopsis paradoxa
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TITULO DO TRABALHO: POTENCIAL DE LEVEDURAS NO BIOCONTROLE DA
RESINOSE DO COQUEIRO, CAUSADA POR Ceratocystis paradoxa

INTRODUCAO GERAL

1. IMPORTANCIA DA CULTURA DO COQUEIRO

O coqueiro (Cocos nucifera L) é uma planta de clima tropical, de origem Asiatica,
que foi introduzida ao Brasil pelos portugueses em 1553 (GOMES, 1977). Os primeiros
exemplares foram da variedade gigante, oriundos da Ilha de Cabo Verde, e se disseminaram a
partir do litoral baiano para toda a faixa costeira nordestina. A partir de 1925 e 1939 foram
introduzidos coqueiros da variedade and, provenientes de Java e do norte da Malasia
respectivamente (SIQUEIRA et al., 1997).

Essa planta é considerada uma das fruteiras mais importantes do mundo por
desempenhar elevado papel social e econémico para os paises da faixa tropical do globo,
especialmente para as populacdes de baixa renda. A producdo continua do coqueiro € fator
estabilizador no tocante a geracdo de emprego e renda nos trés segmentos da cadeia produtiva
do coco, abastecendo ininterruptamente o mercado consumidor (FONTES; WANDERLEY,
2006; WARWICK; PASSQOS, 2009).

Em 2008, a produtividade mundial de coco foi de 60,7 milhGes de toneladas em uma
area cultivada de 11,2 milhdes de hectares, sendo cerca de 80% situada na Asia e o restante
distribuida entre Africa, América Latina, Oceania e Caribe. A Indonésia é o maior produtor
mundial de coco, seguido por Filipinas e India, com producdo de 19.500.000, 15.319.500 e
10.894.000 mil toneladas de coco respectivamente (FAO, 2011).

No Brasil, grande parte da producdo de coco estd direcionada para 0 consumo in
natura e/ou industrializacdo de alimentos, com mais de 100 produtos e subprodutos, tais
como o leite de coco e coco ralado (HOLANDA et al., 2008), diferentemente de outros paises,
em que o principal produto é o éleo de coco (CUENCA, 1997).

A potencialidade da exploracdo econémica do coqueiro ndo Se resume ao
aproveitamento da dgua e do albumen. Outras partes do coqueiro também sdo utilizadas, para
as mais diversas finalidades, como por exemplo: a casca dos frutos para a extracdo de fibras
de diferentes comprimentos 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 econdmico, empregados no mercado paisagistico (FERREIRA et al.,
1998).

A producéo nacional, em 2011, foi da ordem de dois bilhGes de frutos em 271.633 ha
de &rea plantada (IBGE, 2011a), ou seja, 4,54% da producdo mundial de coco, producgdo que
confere ao Brasil 0 4° lugar no ranking mundial (FAO, 2011). As regides Norte e Nordeste do
pais participam na formacdo do valor bruto da producdo agricola nacional (FONTES;
WANDERLEY, 2006; WARWICK; PASSOS, 2009), representadas pelos estados da Bahia
(529.464.000 frutos/ano), maior produtor, seguido por Ceara (274.092.000 frutos/ano),
Sergipe (239.373.000 frutos/ano) e Para (229.080.000 frutos/ano) (IBGE, 2011b).

O coqueiro-ando-verde é recomendado preferencialmente para a produgdo de agua
(FERRAZ et al., 2009a), pois possui maior precocidade produtiva e qualidades sensoriais
superiores em relacdo a agua proveniente de frutos das demais cultivares. Além disso,
também é empregado, em menor escala, nas agroindustrias alimenticias.

Para Fontes e Wanderley (2006), o aumento de areas de plantio e a implantacdo de
novas areas, sdo reflexo do crescente aumento na demanda do mercado de 4gua de coco. Esta,
por sua vez, é impulsionada pela inclusdo de habitos saudaveis na populacéo brasileira, haja
vista que esta bebida natural possui inumeras propriedades como de repositor eletrolitico,
vitaminica, energética e proteica (CARVALHO et al., 2006; MARTINS; JESUS JUNIOR,
2011).

Segundo Martins e Jesus Janior (2011), o mercado informal de &gua de coco no
Brasil é responsavel por 80% do volume deste produto consumido no pais. Nas areas de
medicina, biotecnologia, nutricdo e outras tem-se o registro de consumo em torno de 100 a
350 milhdes de litros/ano. Para Carvalho et al. (2006), 0 emprego desta demanda engloba os
estudos voltados a conservacdo de sémen; longevidade de células; cultura de tecidos; meios
artificiais para microrganismos, células vegetais como embrides e polen e obtencdo de
vacinas.

Referindo-se a dados da Associacdo das Industrias de Refrigerantes e de Bebidas
N&o Alcodlicas (ABIR), em 2004, Martins e Jesus Janior (2011) informam que o consumo
nacional de dgua de coco envasada industrialmente foi de, aproximadamente, 22 milhdes de
litros. Segundo Silva (2006), o consumo nacional foi da ordem de 70 milhdes de litros de
agua de coco envasada industrialmente e Carvalho et al. (2006), acusa o progressivo aumento
no interesse e investimento de produtores nesse cultivo devido ao constante aumento da

demanda 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 262,56; 220,76 e 127,40 toneladas,
respectivamente, de coco fresco e seco (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

No Brasil, apesar de fatores favoraveis a producdo de agua de coco, 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 producdo 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., 20092, 2009b), com isto, alcancando mais de 40.000 frutos/ha/ano.

O Nordeste, apesar de representar a maior contribuicdo na producdo bruta nacional
de coco, possui a menor produtividade em relacdo as demais regides produtoras. Em niimero
de cocos/ha, os estados da Bahia (5.810), Ceara (5.970) e Sergipe (6.640) apresentam a menor
produtividade, quando comparados aos do Para (10.100), Espirito Santo (14.830) e Rio de
Janeiro (16.190). Este reflexo da baixa produtividade nordestina e, consequentemente, da
reducdo da qualidade de frutos colhidos, advém do déficit hidrico, da baixa fertilidade natural
dos solos, ndo adocdo de praticas de manejo cultural e incidéncia de pragas e doencas
(FONTES; WANDERLEY, 2010; MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

2. ARESINOSE DO COQUEIRO

Sé&o varias as doencas que acometem a cultura do coqueiro, como a lixa grande e lixa
pequena, causadas respectivamente por Camarotella costaricensis (F. Stevens) K.D. Hyde e
P.F. Cannon, 1999) (Sindnimo: 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 e murcha-de-fitomonas, causados respectivamente pelo nematoide Bursaphelenchus
cocophilus (Cobb) baujard, 1989 (WARWICK, 2005) e pelo protozoario Phytomonas staheli
McGhee e McGhee (ARAUJO et al., 2003), queima das folhas, causada por Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon e Maubl, 1909 (CORREIA; COSTA, 2005) e a resinose do
coqueiro, também conhecida como “stem bleeding”, causada pelo fungo Ceratocystis
paradoxa (De Seynes) Hohn, teleomorfo de Thielaviopsis paradoxa (NAMBIAR et al., 1986,
1989).

A resinose é uma das principais doencgas do coqueiro no mundo. Esta assertiva esta

associada a sua letalidade para o coqueiro e as mais diversas formas de disseminagdo, como


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

por exemplo: agua proveniente de chuvas e irrigacdo por aspersdo; pragas como as brocas,
principalmente Rhynchophorus palmarum; mudas, solo e ferramentas infestadas; entre outras
(COSTA-CARVALHO, 2011). A resinose foi primeiramente relatada no Sri Lanka, em 1906,
onde se observou a incidéncia sobre 80.000 plantas afetadas em uma &rea plantada com
440.000 coqueiros (PETCH, 1907). Posteriormente, disseminou-se para diversos paises
produtores (LILY, 1984) tais como India e Filipinas, em 1922; Ilhas Adaman, em 1929;
Florida, em 1959; Norte de Miami, em 1966; Palm Beach, em 1967; China, em 2009; entre
outros (ALFIERI JR., 1967; TZENG; SUN, 2010; YU et al., 2012a). Além do coqueiro, a
doenca € citada como incidente em outras palmeiras no Havai, Filipinas, Tailandia, Italia,
Colombia e México (ALVAREZ et al., 2012; FONTES et al., 2009a; POLIZZI et al., 2007).

Apesar de constituir grave problema para coqueirais de outros paises, a resinose nao
chegava a preocupar os produtores de coco brasileiros. Lira (1990), em levantamento da
micoflora do coqueiro no Nordeste, ndo registrou a presenca desse patégeno em coqueirais de
Pernambuco, em especial na Zona da Mata do estado. Todavia, atualmente, essa enfermidade
tem estado no topo das preocupacgdes desses agricultores e dos 6rgdos de pesquisa e extensao
rural do Brasil, devido ao aumento da incidéncia sobre coqueiro-ando e a sua velocidade de
expansdo (COSTA-CARVALHO et al., 2011b; WARWICK; PASSOS, 2009) e registro recente
nessa microrregido (FERRAZ et al., 2012).

Em fevereiro de 2004, a resinose foi registrada infectando mais de 50 coqueiros, no
platd de Nedpolis — Sergipe, que apresentavam sintomatologia de exsudacdo no tronco, até
entdo ndo registrada (WARWICK; PASSOS, 2009). A partir deste momento, a doenca tem se
disseminado rapidamente com registros de ocorréncia nos estados da Bahia, Alagoas,
Pernambuco (FONTES et al.,, 2009a), Ceard (FREIRE; MARTINS, 2010), Paraiba, Rio
Grande do Norte (FERREIRA et al., 2007) e Pard (TREMACOLDI; LINS, 2011),
provocando forte queda na producédo nacional e prejuizos para os produtores de coco.

A fase imperfeita ou assexual do patégeno é T. paradoxa (COSTA-CARVALHO et
al., 2011a, 2011b; NAMBIAR et al., 1986; NAMBIAR et al., 1989), que apresenta a producéo
de dois tipos de esporos, os aleuriosporos e fialosporos (BACHILLER; ILAG, 1998a;
BARNETT; HUNTER, 1999) e de estrutura de sobrevivéncia no solo chamada de
clamiddsporos (COSTA-CARVALHO et al., 2011a, 2011b; ELLIOTT, 2006). A fase sexual
ou perfeita é denominada de Ceratocystis paradoxa (Dade) C. Moreau, (1952) (Ascomycetes,
Microascales, familia Ophiostomatacea), raramente encontrada na natureza, no entanto

relatada por Ferraz et al. (2012), que constataram, por meio de observacdo microscopica,
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estruturas de C. paradoxa, tanto em fragmentos de amostras sintomaticas quanto em cultivo
in vitro proveniente do isolamento indireto dessas mesmas amostras.

A sintomatologia da doenca é caracterizada pela exsudacdo de um liquido marrom-
avermelhado, evoluindo para uma coloragdo marrom escuro ou enegrecida, que escorre entre
as rachaduras presentes no estipe. Internamente, observam-se lesdes provenientes do
apodrecimento do tecido (COSTA-CARVALHO et al.,, 2011b; WARWICK; PASSOS, 2009).
Além destes sintomas, ocorre reducdo da frequéncia de emissdo e tamanho de folhas;
estreitamento do estipe na regido proxima a copa, e folhas amarelo-pardacentas fréageis,
sujeitas a quebra (COSTA-CARVALHO et al.,, 2011a; FERREIRA et al., 2007; HOLANDA
et al, 2008; TREMACOLDI; LINS, 2011; WARWICK; PASSOS, 2009). Tzeng e Sun (2010)
e Pinho et al. (2013), relataram a ocorréncia da podriddo basal de cocos, no Taiwan, e
podriddo pos-colheitas em frutos imaturos, no Brasil, causada por T. paradoxa.

As palmeiras, em geral, sdo susceptiveis a doenca, favorecendo o aumento da fonte
de inoculo (ELLIOTT, 2006; FERREIRA et al., 2007). Fatores como a ocorréncia de chuvas
fortes apos longos periodos de estiagem; precipitacéo elevada; excesso de umidade na base do
estipe da planta; desequilibrio nutricional da planta; excesso de salinidade no solo; tipo de
manejo quanto a adubacdo organica e sistema de irrigacdo; a incidéncia de pragas,
principalmente as brocas como a broca-do-olho (R. palmarum), inseto este envolvido tanto na
disseminacdo da resinose como do “anel-vermelho do coqueiro” (COSTA-CARVALHO et
al., 2011b; FONTES, et al., 2009b; WARWICK; PASSOS, 2009), sdo considerados
agravantes quanto a incidéncia e/ou severidade neste patossistema.

Segundo Nambiar et al. (1989), o efeito sazonal sobre a ocorréncia da resinose,
temperaturas amenas e a prevaléncia de alta umidade favorecem a incidéncia da doenca em
plantas mais jovens e o maior declinio de plantas sintomaticas, independentemente da idade
da planta.

No estudo realizado por Mathew e Ramanandan (1980), verificou-se que nao houve
correlacdo direta entre o pH e a condutividade elétrica de solos, provenientes de areas afetadas
pela resinose, com a incidéncia da doenca em coqueiros. No entanto, isso ndo significa que
estes fatores ndo possam influenciar a sobrevivéncia do patégeno no solo, uma vez que o
fungo T. paradoxa pode sobreviver por longos periodos no solo, nos restos de cultura em
decomposicdo e pode causar infeccdo por meio de ferimentos e das fissuras naturais de
crescimento do tronco, disseminando-se principalmente por meio de insetos vetores, como R.

palmarum, do contato entre raizes, solo e ferramentas contaminadas (COSTA-CARVALHO



et al., 2011a, 2011b; FONTES et al., 2009b; HOLANDA et al., 2008; NAMBIAR et al., 1986;
WARWICK; PASSOS, 2009).

3. MANEJO E CONTROLE DA RESINOSE DO COQUEIRO
3.1. MEDIDAS PREVENTIVAS

As medidas de prevencao observadas no Brasil e demais paises incidentes, a fim de
evitar a disseminacdo do patdgeno, inclui monitoramento, por meio do uso de armadilhas
atrativas (isca vegetal + ferom6nio), e controle quimico de insetos vetores (WARWICK;
PASSOS, 2009); evitar ferimentos no estipe das palmeiras durante 0s manejos; evitar
deposicdo e acumulo de tecido vegetal contaminado no solo (por ocasido do corte ou
raspagens de areas lesionadas); nao utilizar irrigacdo tipo aspersdo direcionada ao estipe;
evitar podas desnecessarias (ELLIOTT, 2006); efetuar assepsia de material utilizado na
retirada de tecidos sintomaticos, de plantas afetadas pela resinose, com imersdo por 10
minutos em solucdo de cloro a 25%, alcool a 50% ou amdnia quaternaria a 5% e posterior

lavagem com agua limpa (NELSON, 2005).

3.2. MEDIDAS CURATIVAS

O controle da doenca, no estagio inicial, consiste na raspagem e/ ou corte circular
dos tecidos afetados, seguido de aplicacdo do fungicida tiofanato metilico (330 g i.a./100 L de
agua, adicionado de 500 g de uréia, 200 g de cloreto de potassio e 200 g de cloreto de sodio)
(FERREIRA et al., 2007; TREMACOLDI; LINS, 2011). As areas do estipe tratadas devem
ser cobertas com piche ou alcatrdo vegetal, para evitar a liberagdo de odores fermentativos
gue possam atrair insetos vetores e/ou disseminadores, bem como auxiliar na cicatrizacdo do
tecido (FERREIRA et al., 2007). Em casos de infeccdo severa, as plantas devem ser
erradicadas, mecanicamente ou quimicamente, para evitar pontos de proliferacdo de inoculo
(FONTES et al., 2009a; WARWICK; PASSQOS, 2009).

O fungicida tiofanato metilico, pertencente ao grupo do benzimidazois, possui acao
sistémica e seletiva. Especificamente, atuam no processo de divisdo celular de fungos,
interrompendo a formacdo da placa metafasica durante o processo mitotico (REIS et al.,
2007). Por possuir esta acdo seletiva, os fungicidas pertencentes a este grupo, quando

utilizados inadequadamente e de forma continua, resultam em uma forte presséo de selecdo da



populacdo patogénica e, consequentemente, o surgimento de linhagens resistentes (SILVA,
MELO, 1997).

Alguns trabalhos in vitro tém sido realizados objetivando verificar a eficiéncia de
fungicidas, com principios ativos como tebuconazol, tiofanato metilico, fluazinam,
tiabendazole, difeconazole e azoxistrobina, capazes de promover o controle de T. paradoxa
(TREMACOLD; LINS, 2011; TALAMINI et al., 2012). No entanto ndo ha relatos de estudos
avaliando a eficiéncia desses produtos na resinose em campo.

N&o existem defensivos quimicos registrados para o controle e/ou cura da resinose
em plantas com sintomas avangados (MAPA: AGROFIT, 2012) ou impedir a disseminagéo
do patégeno (FONTES et al, 2009a). Desta forma, o uso indiscriminado de agroquimicos, na
tentativa de controle da doenca, pode acarretar diversos problemas ambientais e na salde
humana em virtude da contaminacdo dos alimentos, agua e solo, além de onerar 0s custos de
producdo do coco, acarretando mais prejuizos aos produtores. Assim, métodos alternativos de
prevencdo e controle da doenga, tais como o controle biolégico e controle alternativo,
agregados ao manejo adequado da cultura, podem representar uma solucdo eficiente e
aplicavel e ambientalmente sustentavel (MORAIS, 2009).

3.3. CONTROLE ALTERNATIVO

Extratos brutos ou 6leos essenciais, obtidos de uma gama de plantas medicinais, tém
sido amplamente estudados acerca de seu potencial antifungico, seja pela inibicdo de
crescimento micelial, esporulacdo e germinacao de esporos, seja pela inducdo de fitoalexinas
que indicam a presenca de compostos elicitores, como no caso das especies botanicas do
género Lipia, que propiciam Oleos essenciais com atividade antimicrobiana em virtude da
presenca de compostos como timol e carvacrol (COSTA-CARVALHO, 2011). Além disso,
esses metabolitos secundarios, com atividade antifungica, podem ser utilizados para o
desenvolvimento de novos defensivos naturais ou como precursores na sintese de produtos
quimicos (MORAIS, 2009)

Em trabalhos in vitro com d6leos de L. gracillis, arbusto silvestre pertencente a
familia Verbenaceae, em diferentes concentragdes (0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 uL mL™) sobre o
crescimento micelial e esporulacdo in vitro de T. paradoxa, verificou-se efetivo controle a
partir de 0,2 uL mL?* (COSTA-CARVALHO et al, 2013).
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3.4. CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico desempenhado por organismos antagonistas tem sido
considerado promissor no manejo de inumeras doencas (YU et al., 2012b). Atualmente,
muitos sdo 0s agentes fungicos, disponiveis em formulagdes registradas, que atuam como
agentes de biocontrole nos mais diversos patossistemas (FRAVEL et al., 1998; BUTT et al.,
2001).

Sanchez et al. (2007), estudando o antagonismo in vitro de Trichoderma
longibrachiatum sobre Thielaviopsis paradoxa, verificaram que houve micoparasitismo por
meio de producdo de enzimas extracelulares que degradaram células do patdgeno e pela
producdo de metabdlitos ndo volateis, difundidos no meio de cultura.

As leveduras sdo consideradas promissores agentes de biocontrole, principalmente a
fungos fitopatogénicos por apresentarem diversos mecanismos antagonicos aos mesmos tais
como: competicdo por nutrientes e espago, acdo micoparasitica, producdo de substancias
antibidticas e/ou degradadoras da parede celular do patogeno, além de apresentarem possivel
atuacdo como indutoras de resisténcia nas plantas (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM,
2006; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).

4. LEVEDURAS COMO AGENTES DE BIOCONTROLE

Leveduras sdo microrganismos unicelulares, que se reproduzem por fissdo binaria ou
brotamento e que ndo apresentam corpo de frutificacdo. Sao presentes nos filos Ascomycota e
Basidiomycota e entre os fungos mitospdricos (anteriormente denominados Deuteromycetes)
(FUENTEFRIA, 2007). Sédo integrantes da microbiota epifitica, endofitica, que ocupam,
comumente, a superficie das folhas, casca, frutas, flores, tecidos necroticos, solo e a rizosfera.
Sdo considerados promissores agentes de biocontrole, pois 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
(EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000;
VIANA at al, 2012).

Para El-tarabily e Sivasithamparam (2006), em estudos sobre leveduras que
apresentam mecanismos de biocontrole, se destacam os géneros Debaryomyces, Kloeckera,
Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Sporobolomyces, Metschnikowia, Tilletiopsis,

Rhodotorula, Cryptococcus, Aureobasidium, Pichia e Candida. Pertencentes a estes,
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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.

A competicdo por nutrientes e espaco, diretamente associada as rapidas capacidades
de reproducdo e assimilacdo de nutrientes no meio em que se encontram, € um dos
mecanismos mais importantes desempenhados por leveduras e, por este motivo, €
extensamente estudado (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006). Diversos autores
demonstram que, além da acdo competitiva em relacdo a fungos fitopatogénicos,
principalmente no biocontrole preventivo de frutos em pré-colheita (ZHAO et al., 2011) e em
pos-colheita (BELLO et al., 2008; CHANCHAICHAOVIVAT et al, 2008; COELHO et al.
2011; HAISSAM, 2011; LAHLALI et al., 2011; MASIH et al., 2001; YU et al., 2012b;
ZHANG et al., 2011), certos géneros de leveduras podem se manter viaveis em diversas
condicdes de estresse (ROBIGLIO et al., 2011; VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).

Apesar de ndo haver relatos minuciosos 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). Os &cidos heptadecenoic e
metil-heptadecenoic, substancias produzidas por fungos filamentosos como o Sporothrix
flocculosa Traquair, L.A. Shaw e Jarvis 1988, também promovem a reducdo da producéo e
germinacdo de esporos de Botrytis cinerea Pers. 1794, e Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici W.C. Snyder e H.N. Hansen 1940 (EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM,
2006).

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 tdxicas,
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

Schitdl. 1824 e B. cinérea (ROSA et al., 2010). Estas substancias toxicas atuam na membrana
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de células sensiveis, por meio da reducdo do pH intracelular e extravasamento de ions
potassio 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 p-1,3- glucanase,
na acdo antagonica contra B. cinerea, Penicillium expansum Link 1809, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill. 1902, Aspergillus niger Tiegh. 1867, Sphaerotheca fuliginea (Schitdl.)
Pollacci 1911, e P. xanthii. A producdo de quitinases foi observada por isolado 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 producédo de sideréforos,
compostos quelantes de ions de ferro, por espécies dos géneros Candida e Rhodotorula,
promovendo a inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos e conferindo, aos isolados
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 células leveduriformes em hifas e/ou
esporos do patogeno, indicando uma relacdo 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 atuacdo da degradacdo da parede
micelial, dilatacdo do diametro 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 macas, sugerem que, indiretamente, isolados de
levedura podem reduzir a incidéncia de doencas atuando como agentes indutores de
resisténcia (HAISSAM, 2011) por meio da inducéo da produgdo 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 doencas em plantas. Ainda, sdo de facil producdo e manutencéo

em condigdes in vitro; podem ser manipuladas a fim de melhorar a utilizagdo e eficécia;
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possuem fécil adaptacdo nutricional, em condicdes prevalecentes desfavoraveis; bem como,
alta capacidade de proliferacdo, até mesmo em baixas temperaturas; capacidade de colonizar
ferimentos em tecidos de plantas (ROBIGLIO et al., 2011). Além disso, ndo produzem
esporos alergénicos como os fungos filamentosos; podem colonizar superficies secas por
longos periodos e sdo capazes de crescer em vérias fontes de carbono (GOUVEA, 2007).

Por todas essas caracteristicas e pelo surgimento de produtos comerciais tais como
Aspire® e Nexy®, que tém como principio ativo a levedura Candida oleophila, tém sido
largamente estudadas quanto a prospeccdo de agentes de biocontrole. O género Pichia € um
dos agentes de biocontrole mais estudados e o género Saccharomyces é considerado e
denominado pelo Food and Drug administration (FDA) como “seguro” (GRAS) (VIANA et
al., 2012).

Mesmo consideradas promissores agentes de biocontrole, ndo foram observados
trabalhos utilizando-se leveduras no controle do agente causal da resinose do coqueiro, assim
como referentes ao controle da doenga em campo. Portanto pesquisas nesse sentido sdo
necessarias, bem como o desenvolvimento de metodologias eficientes de aplicacdo e
avaliacdo da eficiéncia in vivo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo selecionar isolados de
leveduras, obtidos de frutos de coco imaturos, com potencial para o biocontrole da resinose do

coqueiro, causada pelo fungo C. paradoxa, em mudas de coqueiro-ando-verde.
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Resumo A resinose, causada por Ceratocystis paradoxa (Anamorfo: Thielaviopsis
paradoxa), compromete a produtividade do coqueiro-ando-verde e ameaca a cadeia produtiva
do coco-verde. Nao ha fungicidas registrados no Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) para 0 manejo dela. O biocontrole utilizando-se leveduras pode
representar uma solucdo eficiente e aplicavel ao manejo da cultura. Objetivou-se selecionar
leveduras, obtidas de cocos imaturos, potencialmente biocontroladoras da resinose do
cogueiro sobre mudas de coqueiro-ando-verde. Isolados de Ceratocystis paradoxa de Moju-
PA (TMOQJ), Neopolis-Se (TSE) e Sousa-PB (TPB) foram avaliados quanto a patogenicidade
e severidade. Na selecdo in vivo, testou-se o potencial de reducdo dos sintomas da resinose em
mudas de coqueiro aplicando-se suspensdo de 37 leveduras (1x10’ células mL™) por aspersio
e injecdo. Ambos os testes sob telado a 40+2 C° e 60% UR, com avaliacdo ao final de 30 e 40
dias, respectivamente. No antagonismo in vitro, (28+2 C°, 12h de fotoperiodo), avaliou-se

inibicdo do crescimento micelial, acdo de metabdlitos volateis, parasitismo, antibiose e
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atividade “killer”. Das 37 leveduras testadas, 15 reduziram os sintomas causados por TMOJ,
que foi o isolado mais agressivo e, destas Pichia guilliermondii (LEV 25) e Candida dosseyi
(LEV 47) reduziram o crescimento micelial e a produgdo de conidios, por competi¢cdo e acdo
de metabolitos volateis. Ambos os antagonistas apresentam potencialidade como componente
do manejo integrado da resinose coqueiro. Ainda, este é o primeiro relato de acéo antagbnica

e do biocontrole da resinose, em mudas de coqueiro-ando-verde, por estas leveduras.

Palavras-chave Acdo antagbnica . Candida dosseyi . Ceratocystis paradoxa . Coqueiro-anao-

verde . Controle biol6gico . Pichia guilliermondii . Thielaviopsis paradoxa

Abreviacoes

MAPA Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
TMOJ Ceratocystis paradoxa oriundo de Moju-PA, Brasil
TPB Ceratocystis paradoxa oriundo de Sousa-PE, Brasil
TSE Ceratocystis paradoxa oriundo de Nedpolis-SE, Brasil
LEV 25 Pichia guilliermondii, isolado numero 25

LEV 47 Candida dosseyi, isolado nimero 47

Introducéo

O coqueiro (Cocos nucifera L) é considerado uma das fruteiras mais importantes do
mundo por desempenhar elevado papel social e econdmico aos paises da faixa tropical do
globo, especialmente para as populacbes de baixa renda. Grande parte da producdo de coco
estd direcionada para o consumo in natura ou industria alimenticia, obtendo-se mais de 100
produtos e subprodutos (Carvalho et al. 2006).

A producdo brasileira de coco em 2001 foi da ordem de dois bilhdes de frutos, com
produtividade de 7.362 frutos/ha (IBGE 2011a). Isso confere ao pais o 4° lugar no ranking
mundial (FAO 2011).

As regibes Norte e Nordeste tém maior participacdo na formacdo da producéo
nacional, representadas pelos estados da Bahia, maior produtor (529.464.000 frutos/ano),
seguido por Ceara (274.092.000 frutos/ano), Sergipe (239.373.000 frutos/ano) e Para
(229.080.000 frutos/ano) (IBGE 2011b).

O coqueiro-ando-verde é recomendado preferencialmente para a producdo de agua
(Ferraz et al. 2009a), pois possui maior precocidade produtiva e qualidades sensoriais

superiores em relacdo a dgua proveniente de frutos dos demais cultivares. O aumento de areas
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de plantio e a implantacdo de novas &reas dessa variedade reflete o crescente aumento na
demanda do mercado de &4gua de coco (Fontes e Wanderley 2006).

Apesar de representar a maior contribuicdo na producédo bruta nacional de coco, o
Nordeste possui a menor produtividade em relacdo as demais regides em decorréncia dos
baixos indices pluviométricos e da incidéncia de pragas e doencas (Warwick e Passos 2009).

A resinose ou “stem bleeding” ¢ uma das principais doengas do coqueiro no mundo,
por ser letal as plantas e contar com as mais diversas formas de disseminacdo do patdgeno
Ceratocystis paradoxa (De Seynes) Hohn (Thielaviopsis paradoxa). Registrada no Brasil, em
2004 no estado de Sergipe (Warwick e Passos 2009), disseminou-se rapidamente pelo pais,
com registros progressivos de ocorréncia nos estados da Ceara (Freire e Martins 2010), Bahia,
Alagoas (Fontes et al. 2009), Paraiba, Rio Grande do Norte (Ferreira et al. 2007), Para
(Tremacoldi e Lins 2011) e Pernambuco (Ferraz et al. 2012), provocando forte queda
produtiva e prejuizos aos nucicultores.

No Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ndo existem
produtos registrados a este patossistema. O manejo da doenca € realizado por meio da
raspagem e/ou corte circular dos tecidos afetados, seguido de aplicacdo do tiofanato metilico
(330 g i.a./100 L de agua, adicionado de 500 g de ureia, 200 g de cloreto de potassio e 200 g
de cloreto de sddio) e cobertura de piche ou alcatrdo vegetal (Ferreira 2007; Tremacoldi e
Lins 2011).

Métodos alternativos de prevencdo e controle da doenca, como o controle biologico,
agregado ao manejo adequado da cultura, podem representar solucdo aplicavel e eficiente
(MORAIS, 2009).

As leveduras sdo consideradas promissores agentes de biocontrole para fungos
fitopatogénicos por apresentarem diversos mecanismos antagdnicos como competicdo por
nutrientes e espaco, acdo micoparasitica, producdo de substancias antibidticas e/ou
degradadoras da parede celular do patdgeno, aléem de apresentarem possivel atuacdo como
indutoras de resisténcia em plantas (El-Tarabily e Sivasithamparam 2006; Valdebenito-
Sanhueza 2000).

No entanto, trabalhos utilizando agentes biocontroladores no manejo de C. paradoxa
sdo escassos e ndo foram recuperados registros de leveduras no controle do agente causal da
resinose do coqueiro, assim como estudos referentes ao controle da doenca em campo.
Portanto faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias eficientes de aplicacdo e

avaliacdo da eficiéncia in vivo.
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O objetivo desse estudo foi selecionar isolados de leveduras, obtidos de frutos de
coco imaturos, com potencial para o biocontrole da resinose do coqueiro, causada pelo fungo

C. paradoxa, em mudas de coqueiro-ando-verde.

Materiais e métodos
Obtencéo e cultivo de leveduras

No Laboratério de Fungos do Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) as leveduras foram obtidas a partir da superficie cocos imaturos coletados em
municipios dos estados brasileiros de Alagoas, Pernambuco, Bahia, Espirito Santo e
Rondénia. Cinco fragmentos de 0,5 cm?, retirados da regido equatorial do fruto e debaixo do
perianto do mesmo, em seguida adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL de agua de
torneira esterilizada + clorafenicol (50 mg L™) e submetidos a banho de ultra-som por 25
minutos. Apés agitagdo dos tubos em “vortex”, procedeu-se plagueamento de 0,1 mL em
placas de Petri, contendo meio Sabouraud Dextrose Agar suplementado com extrato de
levedura (1,5 g L™) (SDA) e adicionado de cloranfenicol (50 mg L), uniformizado com o
auxilio de alca de Drigalski. Ap6s 72 horas de incubacdo, a temperatura de 25 + 2° C, as
colénias emergentes foram repicadas para placas com meio SDA e selecionadas apenas as

coldnias que nao apresentaram crescimento a 37° C.

Patogenicidade de C. paradoxa

Em telado (40£2 °C, 50 a 60% de umidade relativa) do Instituto Agronémico de
Pernambuco - IPA (Recife, PE), trés isolados de C. paradoxa, obtidos por isolamento indireto
de tecidos de plantas com resinose oriundas de cultivos comerciais de Neopolis-SE (TSE),
Moju-PA (TMQJ) e Sousa-PB (TPB), foram testados quanto ao potencial patogénico em
mudas de coqueiro-ando-verde, com trés meses produzidas em bolsas plasticas (FERRAZ et
al., 2009b), pelo método adaptado da inoculacdo de cilindros de cultivos artificiais contendo
crescimento micelial do patégeno.

Um disco de meio de cultura de Batata-Dextrose-Agar (BDA) (0,7 cm de diametro),
contendo estruturas do patégeno foi sobreposto na regido do tecido peciolar da muda,
previamente ferido com agulha hipodérmica estéril e recoberto por fita Parafilm, retirada

quatro dias ap6s a inoculacéo.
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Na testemunha, utilizou-se apenas disco do meio BDA e ap6s 30 dias, avaliou-se
incidéncia (presenca ou ndo de sintomas tipicos) e severidade (percentagem de area do tecido
lesionado - ATL), com auxilio do programa Assess 2.0. A selecdo do isolado patogénico de
C. paradoxa, utilizado nos testes posteriores, baseou-se na maior severidade observada e no
reisolamento indireto do tecido sintomatico das plantas inoculadas. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeticbes (uma muda

inoculada/repeticéo).

Selecéo in vivo e in vitro de leveduras com potencial antagonico a C. paradoxa

No experimento in vivo 37 isolados de leveduras foram testados quanto a capacidade
de reduzir a incidéncia e/ou severidade da resinose em mudas de coqueiro-ando-verde
(aproximadamente trés meses), por dois metodos de inoculacdo: aspersdo (10 mL de
suspensdo a 1x107 células mL™) e injecdo (1 mL de suspensdo a 1x107 células mL?) de
suspensdo de células. Apos um dia da inoculagdo das suspensdes de leveduras, efetuou-se a
inoculagéo do isolado selecionado de C. paradoxa patogénico, segundo descrito no método de
avaliacdo patogénica. Nas testemunhas relativa e absoluta procedeu-se asperséo e injecédo de
agua destiladas esterilizadas (ADE) e inoculacdo do patogeno, apenas na relativa. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes/tratamento (uma
muda inoculada/repeticdo) e as mudas foram mantidas em telado (40+2 °C, 50 a 60% de
umidade relativa) com rega manual diaria. Apos 40 dias, avaliou-se a percentagem de area do
tecido lesionado (ATL) como descrito para o teste de patogenicidade.

Para a selecdo in vitro, no Laboratorio de Fitopatologia do IPA, 37 leveduras foram
cultivadas, uma a uma, simultaneamente ao patégeno em placa de Petri contendo meio BDA.
As leveduras, cultivadas inicialmente em meio DAS foram inoculadas em tubos de ensaio
com 5 mL de caldo glicosado a 2% e, ap6s 48h de incubacdo a 28+2 °C, semeadas em BDA,
pelo método adaptado de semeio em riscas com o auxilio de Swab estéril. Disco de meio de
cultura de 0,5 cm de diametro (retirado de cultivo de seis dias de idade em meio BDA),
contendo estruturas do patdgeno foi depositado no centro da placa de Petri semeada com a
levedura. Na testemunha, repicou-se o patégeno em meio BDA previamente tratado com agua
destilada autoclavada (ADE). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
trés repeticdes/tratamento. ApoOs quatro dias de incubacdo (28+2 °C, com fotoperiodo de 12

horas) foram aferidos os valores médios do didmetro de crescimento micelial do patégeno.
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Os isolados que proporcionaram maior reducdo da porcentagem da area lesionada e
maior reducdo do didmetro de crescimento micelial nos testes in vivo e in vitro,
respectivamente, foram selecionados e submetidos aos testes de avaliagdo de mecanismos

antagonicos.

Avaliacdo de mecanismos antagbnicos de leveduras sobre isolados de C. paradoxa

Os testes para a avaliagdo da atividade “killer” e os mecanismos antagonicos dos
isolados de leveduras selecionados (LEV 25 e LEV 47) sobre os isolados patogénicos de C.
paradoxa (TSE, TPB e TMOJ) foram realizados, respectivamente, nos Laboratorios de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE e de Fitopatologia do IPA.

Na avaliacdo de acdo por antibiose, patdégeno e antagonista foram cultivados
simultaneamente em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. O isolado de levedura foi
semeado, por meio de risca continua de uma extremidade a outra com “Swab estéril”, no
centro da placa de Petri, e 0 patdgeno, por meio de deposicdo de discos de meio de cultura, de
0,5 cm de didmetro contendo estruturas do patogeno, nas extremidades da placa paralelas ao
antagonista e a 0,5 cm dos bordos da placa. Para as testemunhas relativa e absoluta, houve a
substituicdo da levedura por tiofanato metilico (20 mg i.a. mL™?) e ADE, respectivamente. O
delineamento foi o inteiramente casualizado, com 5 repetigcdes. As placas foram incubadas por
quatro dias a 28 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. Apds este periodo, foi avaliada a
presenca e/ou o diametro do halo de inibicdo entre o crescimento do patdgeno e do

antagonista.

A avaliacdo da acdo de metabolitos volateis consistiu em posicionar bases de placas
de Petri, contendo meio de cultura BDA, umas sobre as outras, onde na face inferior
depositou-se disco de meio de cultura, de 0,5 cm de didmetro contendo estruturas do
patdgeno, no centro da placa e na face superior, pelo método de Swab estéril, a levedura
antagonista. Ap0s posicionamento das bases, estas foram vedadas com filme plastico e
incubadas a 28 + 2 °C por quatro dias, sob fotoperiodo de 12 horas. A testemunha consistiu da
substituicdo da levedura por ADE. O delineamento foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes em arranjo fatorial 3x3. Por meio de mensuracdo de diametro micelial e contagem
do numero de conidios, foram avaliados, respectivamente, diametro de crescimento micelial e
a esporulacéo.

O potencial de producdo de toxinas killer foi avaliado através do cultivo de células

dos antagbnicos (48 h a 22 + 2 °C) em meio SDA, e posterior ressuspensdo em ADE até a
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concentragdo de 10° células mL™ e semeio, um isolado por placa com auxilio de “Swab
estéril”, em placas de Petri contendo meio tamponado (pH 4,3-4,7) de extrato de levedura
peptona dextrose (YEPD), acrescido de azul de metileno (0,005%). Leveduras potencialmente
produtores do fator “killer” (sete isolados por placa) foram depositadas, uma a uma, com
auxilio de alca de platina, em pontos determinados e equidistantes da placa de Petri, semeada
anteriormente com suspenséo de levedura sensivel ao fator “killer”. Apds incubagdo a 22 + 2
°C por 72 h, as colonias que apresentaram zona de inibi¢do (onde ndo ocorre o0 crescimento da
cepa sensivel) foram consideradas positivas quanto a producéo do fator killer e os isolados,
semeados que apresentaram zona azul adjacente (onde ha evidencias da morte celular) a zona

de inibicdo.

Para constatar possivel acdo parasitica, buscou-se verificar perfuracdo e
extravasamento citoplasmatico nas hifas do patogeno, em virtude da interacdo deste com as
ceélulas dos isolados antagonistas, por meio de observacao de prepara¢des microscopicas, apos
sete dias de incubacdo (28 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas) de cultivos simultaneos (3
repeticdes), como descrito no método de selegéo in vitro. Na testemunha, houve a substituicao

da levedura por ADE.

Identificacdo de leveduras e C. paradoxa

Para a identificacdo molecular dos trés isolados patogénicos, foram alinhados 435 pares
de bases das sequéncias amplificadas da regido de Transcricdo do Espaco Interno (ITS1e 2, e
5.8 rDNA), com os primers 1TS4 e ITS5 (TMOJ e TSE) e ITS1 e ITS4 (TPB), e de 34
sequéncias de espécies relatadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Tabela 1) e comparadas no programa PAUP 4.0® (versdo beta 10) por analise de maxima
parcimdnia e de bootstrap (1000 repeticdes). Apds preservacdo em Oleo mineral, os isolados
identificados foram depositados na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos Prof.2,
Maria Menezes — CMM/UFRPE sob os codigos CMM 1353 (TSE), CMM 1354 (TPB) e
CMM 1355 (TMOJ).
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Tabela 1 Procedéncia de isolados de Thielaviopsis spp. e Ceratocystis spp. utilizados para
agrupamento filogenético, com énfase ao hospedeiro, local e niUmero de acesso das sequéncias

génicas das regides ITS-1, ITS-2 e 5.8 rDNA no National Center for Biotechnology Information

(NCBI)

Isolados Local Hospedeiro ISOLADO Acesso NBCI
Thielaviopsis australis? Australia Nothofagus cunninghamii CMW 2333 FJ411325 ¢
Thielaviopsis australis? Australia Nothofagus cunninghamii CMW 2653 FJ411326 ¢
Thielaviopsis basicola Austrdlia Algodéo BRIP40192 HMO031125°¢
Thielaviopsis basicola Austrdlia Cenoura WAC10715 HMO031128¢
Thielaviopsis ceramica - - CMW15245 EU245022f
Thielaviopsis ceramica - - CMW15248 EU245024f
Ceratocystis eucalypti® Australia Eucalyptus sieberi CMW 3254 FJ411327 ¢
Ceratocystis eucalypti® Australia Eucalyptus sieberi CMW 4453 FJ411328 ¢
Ceratocystis neocaledoniae® EUA - CMW 3270 FJ411329 ¢
Ceratocystis neocaledoniae®  EUA Coffea robusta CMW 6392 FJ411330¢
Thielaviopsis ovoidea - Quercus C1376 AF2754849
Thielaviopsis ovoidea - Lenha C1375 AF275483¢
Ceratocystis paradoxa® Indonésia Coqueiro CMW 8779 FJ411324 ¢
Ceratocystis paradoxa® Indonésia Coqueiro CMW 8790 FJ411323¢
Ceratocystis paradoxa Brasil Coqueiro CMM 1739 JQ963886"
Ceratocystis paradoxa Indonésia Oleo de palma B116 HM770737'
Ceratocystis paradoxa Indonésia Oleo de palma B125 HM770738'
Ceratocystis paradoxa Colombia Oleo de palma PCC.01 HQ248204
Ceratocystis paradoxa Colombia Oleo de palma PCC.02 HQ248205!
Ceratocystis paradoxa® Brasil Coqueiro TMOJ KF612474
Ceratocystis paradoxa® Brasil Coqueiro TPB KF612475
Ceratocystis paradoxa® Brasil Coqueiro TSE KF612476
Thielaviopsis populi - Populus C1368 AF2754799
Thielaviopsis populi - Populus C1369 AF275480°¢
Ceratocystis fagacearum EUA Quercus sp. CMW 2039 FJ411344¢
Ceratocystis fagacearum EUA Quercus sp. CMW 2658 FJ411345¢
Thielaviopsis thielavioides - Plantas remanescentes C1630 AF2754919
Thielaviopsis thielavioides - Lupinus C1377 AF2754859
Ceratocystis coerulescens? EUA Picea sp. CMW 26364 FJ411321¢
Ceratocystis coerulescens? Alemanha Picea abies CMW 26365 FJ411322¢
Ceratocystis fimbriata EUA Ipomaea batatas CMW 15049 DQ520629¢
Ceratocystis fimbriata Papua New Guinea  Ipomaea bhatatas CMW 1547 AF264904¢
Ceratocystis laricicola Escocia L. decidua CMW4522 AY233908'
Ceratocystis laricicola Escocia L. decidua CMW1016 AY233915'
Ceratocystis polonica® Austria Picea abies CMW 7152 AY233902'
Ceratocystis polonica ? Japéo Picea jezoensis CMW 2272 AY233893'
Fusarium oxysporum® EUA Solo F36 HQ379660™

aProveniente de colecdo de cultura

® |solados outgroup

¢ Isolados identificados no trabalho

4Van Wyk et al. 2009

€ Coumans et al. 2011

f Heath et al. 2009

9 Paulin-Mahady et al. 2002
P Pinho et al. 2013

i Suwandi et al. 2012

I Navia et al. 2010

! Marin et al. 2005

™ Rajmohan, et al. 2011


http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484619
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484619
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=119974
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=119974
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=511250
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=511250
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=306811
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=306811
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484622
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484622
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484623
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484623
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484626
http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=484626
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As leveduras potenciais ao controle da resinose do coqueiro, apds testes de
viabilidade e caracterizacdo bioquimica, foram submetidas a extracdo e amplificacdo de
fragmentos de DNA, com os primers ITS1 e ITS4 para a regido ITS. A identificacdo foi
realizada por comparacdo das sequéncias desses isolados com e sequéncias disponiveis no
banco de dados NCBI usando software BLASTn (http://www.ncbi.nm.nih.gov/). Apds
preservacdo em 6leo mineral, os isolados identificados foram depositados na Micoteca URM,
do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE sob os
codigos 7044 (LEV 25) e 7041 (LEV 47).

Andlises estatisticas

Os dados de percentagem de ATL, obtidos no teste de patogenicidade e selecdo in
vivo foram transformados para log x e os obtidos no teste de acdo de metabdlitos volateis
foram transformados por Vx para atenderem aos pressupostos da analise de varidncia
(ANOVA). Eles e os dados nédo transformados foram submetidos ao teste de Tukey (P<0,05),
com auxilio do programa Assistat 7.6 beta®.

Resultados

Das 44 leveduras isoladas, 37 foram utilizadas nos testes de selecdo visto que sete
delas ndo apresentaram caracteristicas adequadas quanto a viabilidade de cultivo in vitro e
producdo de indculo. Em relagéo as leveduras utilizadas, a proporcéao de isolados provenientes
da regido equatorial do fruto e debaixo do perianto dos mesmos foram 56,8% e 43,2%,
respectivamente.

Os trés isolados de C. paradoxa, testados quanto a patogenicidade, foram
considerados patogénicos, pois provocaram lesdes marrons necroticas e levemente deprimidas
no tecido peciolar de mudas de coqueiro-ando-verde (Figura 1). O TMOJ apresentou maior
severidade (Tabela 2) e por isso foi utilizado nos testes para selecdo in vivo e in vitro de

leveduras potencialmente biocontroladoras.



Figura 1 Necrose em tecido peciolar de mudas de coqueiro-anao-verde (A,B,C), causado por
conidios: aleuriosporos (Al) e fialosporos (Fi) de Ceratocystis paradoxa, de isolados de
Moju-PA (a), Nedpolis-SE (a) e Sousa-PB (c). A direita, testemunha (D) com tecido peciolar
sadio.

Tabela 2 Area de tecido lesionado- ATL (%) por Ceratocystis paradoxa, isolados de Moju-PA
(TMOQJ), Nedpilis-SE (TSE) e Sousa-PB (TPB), em peciolo de folhas de mudas de coqueiro-

ando-verde

Tratamento ATL %?
Testemunha 2,77 ¢
TSE 16,42 b
TPB 14,47 b
TMOJ 44,68 a
CV% = 10,88

& Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

No teste de selecdo in vivo, houve diferenca significativa para tratamento e para a
interacdo meétodo e tratamento (Tabela 3). No método de injecdo, 36 leveduras reduziram a
percentagem de area do tecido lesionado - ATL; a excecdo foi a LEV 28. Na asperséo, 22 dos
isolados apresentaram reducdo na percentagem de ATL. Na interacdo inoculacdo versus
tratamento, verificou-se que 33 isolados apresentaram desempenho semelhante entre si e

superior a testemunha relativa.
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Tabela 3 Area do tecido lesionado- ATL (%) no peciolo de folhas de mudas de coqueiro-
ando-verde (tratadas com aspersdo e injecdo de suspensdo de leveduras), por Ceratocystis
paradoxa isolado de Moju-PA (TMQOJ)

a

Tratamento - ATL (%) P
Aspersao Injecdo
Testemunha Absoluta 470 A d 6,84 A b
Testemunha Relativa 4468 Aa 4468 Aa
LEV 04 9,85 A bcd 12,14 A b
LEV 08 12,47 A bc 1040 A b
LEV 13 9,81 A bcd 1211 A b
LEV 14 9,28 B bcd 1541 A b
LEV 15 7,59 B bcd 1453 A b
LEV 16 11,57 A bcd 941 A b
LEV 21 16,23 A b 11,88 A b
LEV 25 10,28 A bcd 16,33 A b
LEV 28 10,62 B bcd 19,60 Aa
LEV 29 10,51 A bcd 9,73 A b
LEV 30 9,27 A bcd 870 A b
LEV 34 11,76 A bc 983 A b
LEV 36 8,63 A bcd 13,16 A b
LEV 37 14,75 A bc 13,07 A b
LEV 38 11,15 A bc 1503 A b
LEV 39 11,37 A bc 863 A b
LEV 40 11,56 A bc 11,31 A b
LEV 41 12,30 A bc 927 A b
LEV 42 16,60 A b 1406 A b
LEV 43 11,45 A bc 10,23 A b
LEV 44 13,95 A bc 1340 A b
LEV 46 9,06 A bcd 1161 A b
LEV 47 10,97 A bcd 11,610 A b
LEV 48 11,46 A bc 863 A b
LEV 50 12,20 A bc 1596 A b
LEV 51 11,24 A bc 14,47 A b
LEV 52 12,75 A bc 6,88 B b
LEV 55 9,53 A bcd 1402 A b
LEV 57 13,03 A bc 1266 A b
LEV 58 1539 A b 1160 A b
LEV 62 9,86 A bcd 847 A b
LEV 66 14,30 A bc 10,240 A b
LEV 67 12,01 A bc 10936 A b
LEV 69 9,14 A bcd 9,340 A b
LEV 70 13,58 A bc 10550 A b
LEV 73 12,40 A bc 12,213 A b
LEV 76 1460 A bc 11,770 A b
CV% =10,90

8 Médias seguidas da mesma letra maidscula, entre colunas, e minuscula, entre linhas, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade
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Na selecdo in vitro, verificou-se que LEV 25, LEV 47 e LEV 58 reduziram a média

do didmetro micelial em relagdo a testemunha. As duas primeiras reduziram o equivalente a

88,33% e 86,60%, respectivamente superando até mesmo o tratamento com tiofanato

metilico, que j& havia apresentado resultados satisfatérios (Tabela 4).

Tabela 4 Crescimento micelial - MCM (cm) de Ceratocystis paradoxa, isolados de Moju-

PA (TMOQOJ), cultivados in vitro sob agdo antagonica de leveduras

Tratamentos MCM? Tratamentos MCM?
Teste 9,00 A LEV 42 9,00 a
Tiofanato 2,25 ¢ LEV 43 9,00 a
LEV 04 9,00 a LEV 44 9,00 a
LEV 08 9,00 a LEV 46 9,00 a
LEV 13 9,00 a LEV 47 1,02 d
LEV 14 9,00 a LEV 48 9,00 a
LEV 15 9,00 a LEV 50 9,00 a
LEV 16 9,00 a LEV 51 9,00 a
LEV 21 9,00 a LEV 52 9,00 a
LEV 25 1,05 d LEV 55 9,00 a
LEV 28 9,00 a LEV 57 9,00 a
LEV 29 9,00 a LEV 58 6,48 b
LEV 30 9,00 a LEV 62 9,00 a
LEV 34 9,00 a LEV 66 9,00 a
LEV 36 9,00 a LEV 67 9,00 a
LEV 37 9,00 a LEV 69 9,00 a
LEV 38 9,00 a LEV 70 9,00 a
LEV 39 9,00 a LEV 73 9,00 a
LEV 40 9,00 a LEV 76 9,00 a
LEV 41 9,00 a

CV% = 4,39

2 Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

Os fragmento do epicarpo da regido equatorial de cocos verdes provenientes de

Goiana-PE e do grupo dos 15 isolados que apresentaram melhores resultados quanto a

reducdo da percentagem de ATL no experimento de selecdo in vivo, LEV 25, identificado

como Pichia guilliermondii Wick. 1966 (teleomorfo: Candida guilliermondii Langeron &
Guerra 1938), e LEV 47, identificado como Candida dossey (Nguyen et al. 2007),

demonstraram maior potencial biocontrolador e foram avaliados quanto aos possiveis

mecanismos de acdo antagdnica.

Os testes desenvolvidos in vitro demonstraram que ndo houve acdo antibidtica de
LEV 25 e LEV 47 sobre os isolados patogénicos TMOJ, TSE e TPB (Figura 2). No entanto, a
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acdo de compostos volateis reduziram o numero de conidios produzidos pelos isolados de C.
paradoxa (Tabela 5).

o [Levd7]

Figura 2 Crescimento micelial de Ceratocystis paradoxa, isolados de Moju-PA (A),
Nedpolis-SE (B) e Sousa-PB (C) sob a acdo do fungicida tiofanato metilico (Tio), agua
destilada autoclavada (H20O) e isolados de Pichia guilliermondii (Lev25) e Candida dosseyi
(Lev 47)

Tabela 5 Acdo de metabolitos volateis, produzidos por Pichia guilliermondii (LEV 25) e
Candida dosseyi (LEV 47) sobre o nimero de conidios - NC (1x10° esporos mL™) produzidos
por Ceratocystis paradoxa, isolados de Moju-PA (TMQJ), Ne6polis (TSE) e Sousa-PB (TPB)

Tratamentos NC*
TMOJ TSE TPB
Teste 12,50 Aa 580 Ba 9,00 Aa
LEV 25 1,75 A b 1,80 A b 145 A b
LEV 47 1,30 A b 145 A b 195 A b
CV% = 10,90

8 Médias seguidas por mesma letra maidscula, entre colunas, e minuscula, entre linhas, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 1% de probabilidade

Né&o foram verificadas relacdes parasiticas entre os antagonistas LEV 25 e LEV 47 e
os isolados patogénicos. Contudo, testes bioquimicos comprovaram a presenca de atividade
“killer” no LEV 25.

Na arvore filogenética gerada a partir das regides ITS-1, ITS-2 e 5.8 rDNA (Figura
3) dos 37 taxons avaliados (Tabela 1) todos os isolados de Ceratocitys sp. e C. paradoxa
foram agrupados separadamente (100% de suporte) do isolado de Fusarium oxysporum
utilizado como outgroup.

A partir do isolado de coqueiro da Colombia, formaram-se trés ramificacbes (99%
bootstrap) num mesmo subclado. Nestas, os isolados de C. paradoxa provenientes de
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coqueiros da Indonésia, agruparam-se separadamente (71% bootstrap) aos demais isolados

que formaram um grupo monofilético com 78% de bootstrap, o que conferem aos isolados

TMOJ, TSE e TPB identidades moleculares compativeis a espécie C. paradoxa.

—‘C FJ411327 C eucalypt
FJ411328 C. eucalypti

FJ411329 T. neocaledoniae

98 80
FJ411330 T neocaledonive
FJ411325 T. australis
” ————————— FJ411326 T. australis
FJ411321 C coerniescens
100

HQ379660 F. exysporun
— 10

77 FJ411322 C coerulescens
{ AY233893 C. polonica
59
AY233902 C. polonica
100
{ AY233908 C. laricicola
59
AY233915 C laricicola
TMOJ
——
HM770737 C. paradora
78 HM770738 <. paradexa
HQ248205 C paradosa
———————— JQ963886 (. paradexa
71
TSE
99 TFJ411323 C paradoxa
FJ411324 C paradexa
100 HQ248204 C. paradexe
AF275480 T. popuii
AF275483 T. ovoidex
84 94 .
AF275484 T. ovoidea
AF275491 T tiielavioides
% AF275485 T. thielavioides
HMO031125 T. basicola
0 100
HM031128 T basicola
AF264904 C.fimbriata
100
DQ520629 C.fimbriata
100
FJ411344 C fugecearum
100
FJ411345 C fugacearnm
EU245022 T. ceramica
100
EU245024 T. ceramica

Figura 3 Filograma obtido pela analise de Maxima Parciménia (MP) e Bootstreep (BO), com

100 repeticOes, de alinhamento de sequéncias génicas com 435 pb das regies ITS-1, ITS-2 e

5.8 rDNA de Thielaviopsis spp. e Ceratocystis spp. em rela¢do ao Fusarium oxysporum como

outgroup (C1=0,699, HI=0,301, RI=0,879)
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Discussao

Por serem microrganismos que fazem parte da microbiota epifitica e endofitica
(Viana et al. 2012), em virtude da sua habilidade em colonizar a superficie dos diferentes
tipos de planos vegetais, leveduras podem ser encontradas na superficie de frutos,
independentemente do estadio de maturacdo. Além disso, o carpoplano é considerado
substrato apropriado ao desenvolvimento delas (VValdebenito-Sanhueza 2000).

Alvarez et al. (2012) e Yu et al. (2012), na inoculacio de T. paradoxa em mudas de
palma de 6leo e coqueiro, respectivamente, observaram sintomatologia necrotica semelhante a
causada pelos isolados patogénicos TMOJ, TSE e TPB.

Para Costa-Carvalho et al. (2011), a temperatura é uma das variaveis climaticas
fundamentais mais correlata no processo epidemioldgico da resinose e a temperatura 6tima
para o crescimento micelial, producédo e germinacdo de esporos de C.paradoxa situa-se em
torno de 28°C.

A relacdo patogénica observada entre os isolados de C. paradoxa e mudas de
coqueiro-ando-verde, sob condi¢Ges de temperatura superiores a considerada Otimas, pode
estar relaciona a outros fatores ambientais como a umidade relativa e/ou fatores biologicos
como a adaptabilidade deles as condicdes adversas, no entanto estudo minuciosos séo
necessarios para elucidar essa questao.

A acdo diferenciada observada na comparacdo dos meétodos de aplicacdo ocorre
porque, mesmo apresentando as capacidades citadas, leveduras podem se comportar
diferentemente quanto a adaptacéo, colonizacdo e ao potencial biocontrolador nesses nichos
(Robiglio et al. 2011).

Segundo El-Tarabily e Sivasithamparam (2006), este comportamento € previsivel em
funcdo da capacidade que antagonistas, provenientes da microbiota epifitica e endofitica
vegetal, possuem quanto a colonizacdo da superficie de folhas, frutos, flores e ferimentos em
tecidos de plantas bem como de alta proliferacdo e adaptacdo nutricional mesmo em
condicdes prevalecentes desfavoraveis.

Apesar de ndo ter havido diferenca entre os métodos de inoculacdo, a aspersdo,
devido a sua praticidade, apresenta maior potencialidade de uso no manejo integrado da
resinose do coqueiro do que a injecdo. Além disso, ele evidenciou com maior intensidade
leveduras potencialmente biocontroladoras com capacidade de colonizagédo e sobreviverem no

filoplano.
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Resultados semelhantes de acdo antagénica in vitro foram observados por Rosa et al.
(2010) avaliando a acdo antagonica in vitro de Torulaspora globosa sobre Colletotrichum
subleneolum e Rosa-Magri et al. (2011) na avaliagdo da agdo antagonica in vitro de T. globosa
sobre C. subleneolum e C. graminicola. No primeiro desses trabalhos, além de inibir o
crescimento do patdgeno, T. globoba promoveu a deterioracdo das hifas proximas a area de
atuacdo do halo de inibicdo. No segundo, o antagonista reduziu em 60,3% e 52,7% 0s
crescimentos de C. subleneolum e C. graminicola respectivamente.

O tiofanato metilico, fungicida pertencente ao grupo do benzimidazdis, possui acdo
sistémica-seletiva e atua no processo de divisdo celular de fungos, interrompendo a formacao
da placa metéafésica durante o processo mit6tico (Reis et al. 2007). Por esta razdo, quando
utilizados inadequadamente e de forma continua, além de representarem altos riscos
ambientais e a salde humana, resultam em uma forte pressdo de selecdo da populacdo
patogénica e, consequentemente, o surgimento de linhagens extremamente resistentes (Silva e
Melo 1997).

Para Bettiol (1997), a selecdo de antagonista € relativa a cada tipo de patossistema,
ou seja, as chances de eficiéncia aumentam quando ha selecdo de organismos provenientes do
mesmo ambiente onde sdo utilizados. Essa eficiéncia estd relacionada, principalmente, ao
mecanismo de competicdo por nutrientes e espaco, ja que leveduras apresentam capacidades
de répida reproducdo e assimilacdo de nutrientes no meio em que se encontram e
desenvolvem-se inibindo outros microrganismos (El-Tarabily e Sivasithamparam 2006; Rosa
et al. 2010). As leveduras também podem ter atuado por agdo antibidtica, micoparasitica,
producdo de toxinas e participar na sucessdo dos organismos nos quais desenvolvem suas
populacdes, por ocasido da colonizacdo de tecidos internos (Viana et al. 2012).

A auséncia de acdo antibiotica e presenca da acdo de metabolitos volateis divergem
dos resultados observados por e Rosa et al. (2010) que confirmou a reducao do crescimento
micelial do patégeno e da formacdo de halo na zona de inibicdo, mas ndo constatou
semelhante acdo inibitoria de metabdlitos volateis por acéo de leveduras.

Contrariando os resultados obtidos por El-Tarabily e Sivasithamparam (2006), que
relataram a ocorréncia de atividades liticas, degradacdo da parede micelial, inchaco, lesdes e
degeneracdo do protoplasma causados por isoaldos do género Pichia sobre P. italicum e B.
Cinerea, ndo foi observada nenhuma acdo parasitica de P. guilliermondii (LEV 25) e C.

dosseyi (LEV 47) sobre os isolados patogénicos.
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Segundo Coelho et al. (2003), o fator “killer” é a capacidade que determinadas cepas
de leveduras, de vérios géneros incluindo Candida spp., possuem para a producao e liberacéo
de peptideos tdxicos no meio de cultivo que inibem o crescimento de outros microrganismos.

A atividade “killer” constatada em P. guilliermondii (LEV 25) diverge dos resultados
obtidos por Chanchaichaovivat et al. (2008), que ndo constataram a presenca desse fator em
isolados de P. guilliermondii sobre Colletotrichum capsici, confirmando a particularidade das
leveduras de mesma espécie quanto ao modo de acdo antagdnica.

Leveduras sdo consideradas promissores agentes de biocontrole e o género Pichia €
um dos mais estudados (Viana et al. 2012). Varios trabalhos demonstram o potencial e a
eficiéncia de P. guilliermondii no controle de doencas pos-colheita em frutos
(Chanchaichaovivat et al. 2008; Lahlali et al. 2011; Zhang et al. 2011). A espécie C. dosseyi,
por sua vez, foi recentemente descoberta associada a insetos da ordem Neuroptera (Nguyen et
al. 2007) e possui registro de um produto para fins de pesquisa (Candida dosseyi (ATCC®
MY A4359™), Contudo, ndo foram recuperados trabalhos de leveduras no controle do agente
causal da resinose do coqueiro, assim como estudos referentes ao controle da doenga em
campo, sendo este o primeiro relato dessas espécies de leveduras aplicadas ao biocontrole
dessa enfermidade.

Na identificacdo filogenética dos isolados patogénicos, nos isolados que se
apresentaram em ramos separados verifica-se uma distancia filogenética que pode ser
decorrente da adaptabilidade deles em relacdo ao hospedeiro por meio de mutacdes génicas.
Resultados semelhantes foram observados por Alvarez et al. (2012) e Pinho et al. (2013), nos
quais os isolados avaliados também apresentaram ramificacbes num mesmo subclado. Os
primeiros desses autores sugerem que estudos sobre isolados patogénicos, provenientes de
hospedeiros de diferentes gendtipos, devem ser realizados para que se possa avaliar as
resisténcias decorrentes dessa interacdo. Os segundo deles, por sua vez, ressaltam a
necessidade de ampliar os estudos utilizando sequéncias de regides génicas, pois sequéncias
de regibes génicas de isolados de C. paradoxa, provenientes de coqueirais brasileiros, sao
escassas e tornam laboriosa a avaliacdo da variabilidade e o agrupamento dos isolados dessa
espécie.

Com base nos resultados observou-se que tecidos de coco imaturo sdo adequados a
obtencdo de leveduras potencialmente biocontroladoras a resinose e estas comportam-se
diferentemente quanto a adaptacdo, colonizacdo e ao potencial biocontrolador em mudas de

coqueiro-ando-verde; Os métodos de aplicacdo de suspensdo de leveduras por aspersao e
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injegdo, permitem selecionar isolados antagonistas promissores; Os isolados de P.
guilliermondii (LEV 25) e C. dosseyi (LEV 47) séo biocontroladores de C. paradoxa em
mudas de coqueiro-ando-verde e apresentam potencialidade de uso no manejo integrado da
resinose do coqueiro; Este é o primeiro relato da reducdo dos sintomas de resinose em mudas

de coqueiro-ando-verde pela acdo antagonica de leveduras sobre C. paradoxa.
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CONCLUSOES GERAIS

- O tecido do epicarpo do coco imaturo é adequado a obtencdo de leveduras
antagonistas a C. paradoxa.

- Os métodos de aspersao e injecao de suspensdo de células de leveduras sdo eficazes
para evidenciar isolados antagonistas.

- Leveduras comportam-se diferentemente quanto a adaptacdo, colonizacdo e ao
potencial biocontrolador em mudas de coqueiro-ando-verde.

- Os isolados P. guilliermondii (LEV 25) e C. dosseyi (LEV 47) inibem o
crescimento micelial, a esporulagdo e reduzem sintomas de resinose em mudas de coqueiro-
ando-verde causada por C. paradoxa.

- Os isolados P. guilliermondii (LEV 25) e C. dosseyi (LEV 47) apresentam
potencialidade de uso no manejo integrado da resinose do coqueiro.

- Este € o primeiro relato da reducdo dos sintomas de resinose em mudas de

cogueiro-ando-verde pela acdo antagdnica de leveduras sobre C. paradoxa.



