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Resumo Geral

Os besouros Rhynchophorus palmarum (Linnaues 1764) e Metamasius hemipterus (Linnaeus
1758) séo conhecidos como pragas em diferentes culturas de interesse econdmico. Interagoes
entre besouros e fungos sdo estudadas durante muito tempo. Acredita-se que esses besouros
coevoluiram com a formacdo de modificacdes surgindo bolsas denominadas de micangya,
estrutura que armazena esporos de fungos. No Brasil, as pesquisas que envolvem a interacdo
de fungos fitopatogénicos e besouros sdo pouco exploradas e pesquisadas. Dessa forma, esta
pesquisa tem como objetivo investigar a diversidade de fungos do género Thielaviopsis e
Lasiodiplodia associada aos besouros R. palmarum e M. hemipterus. A presente pesquisa foi
constituida pelas seguintes etapas: coleta de besouros, isolamento, purificacéo e caracterizagao
morfoldgica, extracdo de DNA, PCR, sequenciamento e andlises filogenéticas, inoculacdo dos
isolados em frutos de coqueiro, abacaxi e cana-de-agucar. Foram coletados 1.272 besouros nos
estados do Maranhdo, Piaui e Para. Destes, 1.018 provenientes de R. palmarum e 254 de M.
hemipterus, dos quais obteve-se uma cole¢do de 58 isolados de Thielaviopsis sp. Dezessete
isolados de Thielaviopsis foram identificados por meio de sequenciamento de nucleotideos,
sendo que 15 isolados agruparam com o isolado de referéncia de T. ethacetica e 2 isolados ndo
agruparam com nenhuma espécie do complexo Thielaviopsis paradoxa. Todos os isolados de
Thielaviopsis spp. induziram podriddo de frutos em abacaxi, coco e em colmos de cana-de-
acucar. Além disso, este estudo revela a primeira ocorréncia de Thielaviopsis ethacetica e
Thielaviopsis cerberus associado a M. hemipterus e a R. palmarum, demostrando que ambos
0s besouros podem ser potencial vetor de indculo de esporos destas especies de plantas nativas
para plantas cultivadas. Além disso, morfologicamente relata a ocorréncia de Lasiodiplodia
spp. a qual obteve-se uma colecéo de 10 isolados, associado em ambos o0s besouros. Outrossim,
confirmou que os isolados obtidos dos besouros induzem podriddo de frutos de coqueiro,
demostrando que ambas as espécies de besouro podem ser potencial vetores de Thielaviopsis
spp. e Lasiodiplodia spp.

Palavras-chaves: Fungos fitopatogénicos; Rhynchophorus palmarum; Metamasius
hemipterus.



Abstract

Rhynchophorus palmarum (Linnaeus, 1764) and Metamasius hemipterus (Linnaeus, 1758) are
beetles recognized as pests in several economically important crops. Interactions between
beetles and fungi have long been studied, particularly due to the evolution of specialized
structures known as mycangia, which store fungal spores. In Brazil, however, research on
associations between beetles and phytopathogenic fungi remains limited. This study aimed to
investigate the diversity of fungi from the genera Thielaviopsis and Lasiodiplodia associated
with R. palmarum and M. hemipterus. The research comprised beetle collection, fungal
isolation and purification, morphological characterization, DNA extraction, PCR, sequencing,
phylogenetic analyses, and the inoculation of fungal isolates in coconut and pineapple fruits, as
well as sugarcane stalks. A total of 1,272 beetles were collected from the states of Maranhéo,
Piaui, and Pard, including 1,018 R. palmarum and 254 M. hemipterus, from which 58 isolates
of Thielaviopsis spp. were obtained. Of these, 17 isolates were identified through nucleotide
sequencing: 15 grouped with T. ethacetica reference strains, while two did not cluster with any
species from the T. paradoxa complex. All Thielaviopsis isolates were capable of inducing rot
in pineapple, coconut, and sugarcane stalks. Additionally, this is the first report of T. ethacetica
and T. cerberus associated with M. hemipterus and R. palmarum, indicating that both beetle
species may act as potential vectors, transferring fungal inoculum from native to cultivated
plants. Moreover, ten isolates of Lasiodiplodia spp. were morphologically characterized from
both beetles, and all induced fruit rot in coconuts, supporting the hypothesis that these insects
serve as vectors of Thielaviopsis spp. and Lasiodiplodia spp.

Keywords: Phytopathogenic fungi; Rhynchophorus palmarum; Metamasius hemipterus.
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1. Introducao Geral

As coleobrocas Rhynchophorus palmarum (Linnaeus 1764) e Metamasius hemipterus
(Linnaeus 1758) sdo registradas como pragas em diferentes culturas de interesse agronémico.
Na fase larval, R. palmarum alimenta-se de tecido do meristema apical impedindo a transmissao
de nutrientes, desta forma, interferindo no metabolismo das plantas (Bondar, 1940). Esta
coleobroca é vulgarmente conhecida como broca-do-olho-do-coqueiro ou bicudo, ocorre
principalmente em culturas como coqueiro e palmito (Silva Junior et al., 2022). Enquanto, M.
hemipterus, é popularmente conhecido como broca-rajada, ocorre nas culturas de cana-de-
acucar, banana, abacaxi e palméceas (Zorzenon et al., 2000; Molin Barreto et al., 2012; Borges
et al., 2019).

Os coledpteros vetores desempenham um papel fundamental nesse processo, atuando
como agentes intermediarios no transporte de esporos de fungos, facilitando a distribuicéo e
nos processos infecciosos. Além disso, parte do ciclo de vida desses besouros esta diretamente
conectada a um hospedeiro especifico, estabelecendo assim, uma interacdo ecoldgica intima
entre ambos os organismos (Carrano-Moreira, 1997). Ressaltar que tanto os besouros da casca
quanto os da ambrosia pertencem a grupos que mantém relagdo de interagdo com fungos. Cada
grupo de fungos coevoluiram com objetivo de adaptar com o besouro vetor para garantir sua
propagacao. A interacdo mutualistica entre besouros da madeira e fungos pode ter comecado
como uma relacdo oportunista, na qual os fungos utilizavam os insetos para sua dispersdo
(Carrano-Moreira, 1997). Com o tempo, os fungos desenvolveram estratégias de sobrevivéncia,
fornecendo alimentos ricos em nutrientes, como proteinas e carboidratos. Essa adaptacao levou
os besouros a abandonarem sua dieta baseada em plantas hospedeiras, alimentando-se

exclusivamente de fungos, comprovado uma relagéo de interdependéncia (Six, 2012).

A relacéo entre fungos fitopatogénicos e besouros vetores em condi¢Ges naturais pode
gerar impactos significativos na agricultura. Em areas de coqueiro, observava-se a presenca de
resinose, associada a uma alta populacéo de R. palmarum, vetor de esporos de Thielaviopsis
paradoxa (Carvalho et al., 2011). Nos tropicos, especialmente no Brasil, R. palmarum e M.
hemipterus apresentam ampla distribuicdo e estdo associados a diversas plantas em diferentes
ambientes (Hoddle, Hoddle e Milosavljevic, 2020; Vaurie et al., 1966). No entanto, estudos
que investigam a associacdo de fungos com esses coledpteros ainda séo escassos. Desta forma,
esta pesquisa pretende revelar a diversidade de fungos fitopatogénicos em associacdo com 0s

besouros R. palmarum e Metamasius hemipterus. Portanto, por meio de abordagens
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moleculares e morfoldgicas, propomos revelar a diversidade de fungos fitopatogénicos
associados a essas duas especies-pragas. Nos ultimos anos, pesquisas que envolvem a interacédo
de coleopteros e fungos fitopatogénicos tém revelado novas associagfes de um complexo de
patdgenos associado a besouros. Porém, informagdes sobre o comportamento e a biologia
desses organismos ainda sdo escassas. Diante desse cenario, torna-se essencial implementar

estratégias adequadas para 0 manejo desses vetores de doengas em campo.

2. Revisdo bibliografica
2.1 Rhynchophorus palmarum

Rhynchophorus palmarum, é conhecido popularmente como broca-do-coqueiro, broca-
do-olho-do-coqueiro ou bicudo, estd amplamente distribuido desde a América Central até o Sul
do Uruguai (Hoddle, Hoddle e Milosavljevic, 2020). Este besouro apresenta coloracdo preta e
dimorfismo sexual: as fémeas possuem rostro fino e recurvado, sem a presenca de pelos,
enguanto os machos apresentam pelos nessa estrutura (Ferreira et al., 2014). O ciclo de vida do
besouro tem duracdo média de trés meses, com metamorfose completa, da fase de ovo até o
estagio adulto. Durante a fecundacdo, a fémea visita plantas hospedeiras, permitindo que as
larvas se desenvolvam adequadamente. O tempo de vida dos machos é de aproximadamente
127 dias, enquanto o das fémeas pode chegar ate 44 dias (Ferreira et al., 2014). Esse aspecto €
relevante para 0 manejo da praga, ja que as fémeas possuem maior contato com as plantas

hospedeiras durante o periodo de oviposicao, podendo depositar até 700 ovos (Lacerda, 2001).

As estratégias de manejo podem ser divididas em métodos biol6gicos e quimicos.
Plantas infectadas devem ser removidas assim que apresentarem sintomas, a fim de evitar a
disseminacéo da praga para outras culturas. Além disso, o controle quimico pode ser realizado
por meio da utilizacdo do feromonio de agregacdo rincoforol (molécula feromonal 2(E)-6-
metil-2-hepten-4-ol), potencializado com o uso de pedagos de cana-de-acucar. O
monitoramento deve ser realizado semanal ou quinzenalmente para controlar a populacéo
desses coledpteros (Rochat et al., 1991b; Ferreira et al., 2014). No Brasil, sua ocorréncia €
significativa, sobretudo na regido Nordeste (Molin et al., 2012). Essa espécie constitui uma
praga importante para as palmeiras cultivadas e é o principal vetor do nematoide causador da
doenca do anel vermelho. A interagdo com o fungo Thielaviopsis paradoxa também tem sido

associada a essa praga (Almeida et al., 2022).
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Estudos realizados em ambientes cultivados, observou-se a presenca de R. palmarum
como agente associado a resinose do coqueiro. Os experimentos foram conduzidos em duas
areas do estado de Sergipe: uma com incidéncia da doenca e outra sem sintomas. Na area
afetada, besouros coletados e posteriormente plaqueados apresentaram o fungo em seu trato
digestivo (Carvalho et al., 2011). Trabalhos anteriores, confirmam a relagdo simbiotica entre
R. palmarum e T. paradoxa (Parra et al., 2003). Essa interacdo ocorre por meio da troca de
recursos: o fungo oferece alimento ao coledptero, e o inseto, ao visitar plantas sadias, contribui
com a dispersao de esporos. Ao longo de sua evolucao, os besouros da ambrosia desenvolveram
especializagbes para transportar tipos distintos de fungos simbiontes, podendo atuar como
vetores generalistas (Mayers et al., 2015). Esse transporte € viabilizado por estruturas
especializadas chamadas mycangia, invaginacdes localizadas entre a cabeca e o torax do inseto,
responsaveis pelo armazenamento e transporte do fungo. A morfologia das mycangia varia
entre os grupos de coledpteros, podendo estar localizadas na carapaga ou, de forma mais
complexa, no aparelho digestivo (Mayers et al., 2015). Assim, cada espécie de inseto coevoluiu

para transportar esporos de fungos especificos de maneira eficiente.
2.2 Metamasius hemipterus

Metamasius hemipterus é considerada uma praga secundaria da cultura da cana-de-
acucar no Brasil (Vanin, 2008). No entanto, registros apontam seu potencial como ameaca
econdmica significativa para os cultivos de cana-de-agucar e banana (Woodruff & Baranowski,
1985; Sousa et al., 1997). Apesar de M. hemipterus ndo ser considerada uma praga priméria da
cultura da banana, ela pode utilizar essa planta como fonte alimentar. Em altas populagdes,
pode causar danos econdmicos significativos (Pereira et al., 2004). Devido a sua ampla
distribuicdo geografica, também é classificada como praga de frutas tropicais, ocorrendo desde
0 México até o Sul do Uruguai (Vaurie et al., 1966). Esse inseto pertence a familia
Curculionidae e é popularmente conhecido como gorgulho. Apresenta porte médio, variando
entre 9 e 14 mm de comprimento. Sua coloracdo caracteristica facilita a identificacdo, ainda

que possam ocorrer variacdes no padréo de cores dos élitros e do pronoto (Vaurie et al., 1966).

Os adultos possuem coloracgdo castanho-alaranjada, com manchas e faixas abdominais.
As larvas variam entre tons de bege e amarelo, com a cabeca de coloragcdo castanha.
Morfologicamente, os machos apresentam pigidio arredondado, enquanto as fémeas o0 possuem
afilado, em formato pontiagudo (Pereira et al., 2004). O ciclo de vida de M. hemipterus €

holometabdlico, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adultos. Os ovos eclodem em
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aproximadamente cinco dias, e a fase de pupa dura cerca de dez dias. As fémeas costumam
ovipositar sob colmos e estipes de tecidos previamente danificados. Em média, os adultos

vivem cerca de 60 dias, podendo depositar até 500 ovos por ciclo (Lacerda, 2001).

Como estratégia de controle desta praga, o uso do rincoforol que é utilizado na captura
de Rhynchophorus palmarum, mostra-se eficiente para o seu monitoramento (Omena, 2012).
Devido a sua capacidade de locomocéo e dispersédo, essa coleobroca é considerada um agente
eficiente na disseminacdo de entomopatdgenos, podendo transportar indculos para diferentes
cultivos ou hospedeiros (Dolinski e Lacey, 2007). Ha relatos de que M. hemipterus contribui
para a disseminagdo do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana, com registros de
ocorréncia em duas regides do estado de Sdo Paulo, favorecendo o controle bioldgico de

Cosmopolites sordidus (Pauli et al., 2011).

No entanto, até 0 momento, ndo ha evidéncias de que M. hemipterus atue como vetor
do fungo Thielaviopsis paradoxa, patdgeno associado a podriddo em culturas como banana,
abacaxi e palmeiras. Todavia, estudos na literatura que investiguem sua associa¢ao com fungos

fitopatogénicos ainda Sao escassos.
2.2 Resinose e podridao de frutos em palmeiras

A resinose € conhecida como o "sangramento da palmeira”, uma doenga que afeta a
cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.). No Brasil, tem sido relatado um aumento nos casos de
resinose em areas comerciais de cultivo, principalmente na costa norte do pais. Inicialmente
descrita no Estado de Sergipe, a doenca foi posteriormente registrada nas principais regioes
produtoras de coqueiro. Em funcdo das perdas severas, alguns produtores chegaram a

abandonar o cultivo da palmeira (Cruz et al., 2014).

Os sintomas caracteristicos incluem o exsudato de um liquido marrom-avermelhado que
escorre por rachaduras no tronco, o qual, ao secar, adquire coloracdo avermelhada ou
enegrecida (Carvalho et al., 2011). Com a evolugdo da doenga, notou-se também a redugéo na
frequéncia de emissao foliar, diminuicdo do tamanho das folhas novas, afinamento do tronco
na regido proxima a copa e folhas amarelo-pardacentas, frageis e suscetiveis a quebra
(Warwick, 2009).
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No norte do Brasil, foi investigada a associacdo de Thielaviopsis paradoxa com a
podriddo de frutos de pupunha, o que resultou em queda na producédo e comercializacdo (Alves
& Flores, 1982). Posteriormente, Thielaviopsis ethacetica foi confirmada como o agente causal
da doenca em frutos de pupunha (Rocha et al., 2022). No coqueiro, tem sido relatada a queda
precoce dos frutos e a ocorréncia de podridao peduncular, sintomas que podem ser confundidos
com aqueles causados por espécies de Lasiodiplodia, também associadas a podriddo pos-
colheita (Rosado et al., 2016; Pinho et al., 2016). A semelhanca dos sintomas entre diferentes
patdgenos reforca a importancia de um diagndstico preciso, visto que diferentes agentes

etioldgicos podem demandar estratégias especificas de manejo.

2.3 O complexo Thielaviopsis paradoxa

O fungo Thielaviopsis paradoxa € um importante agente etiolégico de doengas em
plantas monocotiledéneas. Com o avanco das ferramentas de biologia molecular, especialmente
0 sequenciamento de nucleotideos, os fungos pertencentes a familia Ceratocystidaceae
passaram por profundas revisdes taxondmicas. A literatura basica registra que Thielaviopsis
paradoxa s. lat. foi identificado anteriormente sob diferentes nomes, como Spororischima
paradoxum de Seynes, Chalara paradoxa de Seynes e Ceratocystis paradoxa de Seynes. No
entanto, com a analise de regides génicas conservadas, a maioria desses nomes foi rejeitada ou
invalidada. Dessa forma, o que antes era denominado Thielaviopsis paradoxa (sin.:
Ceratocystis paradoxa) foi reclassificado em seis espécies geneticamente distintas.

Alguns fungos dessa familia apresentam uma relagdo intima com besouros da ordem
Coledptera (Mayers et al., 2017; Mbenoun et al., 2014). Dentre os géneros de importancia
econdmica, destaca-se a associacao entre Ceratocystis e espécies de besouros, pois esses insetos
causam injurias aos troncos de diversas plantas arbdreas. Esse género de fungo, geralmente, é
disseminado a longas distancias pelos insetos, aumentando assim a dispersao do in6culo entre
as plantas (Heath et al., 2009). Na relacdo entre coledpteros e Ceratocystis, ha evidéncias de
que a atracdo dos insetos ocorre devido a producdo metabolica do fungo, liberacdo de aromas

e formacé&o de corpos de frutificacdo do tipo peritécio (Kile, 1993; Marlloch e Blackwell, 1993).

Atualmente, o género Thielaviopsis compreende um complexo de espécies
filogeneticamente distintas e biologicamente relevantes, sendo importantes patdgenos de
diversas culturas de interesse agronémico, como cana-de-agucar, banana, abacaxi e coqueiro
(Mbenoun et al., 2014; Melo et al., 2016; Borgens et al., 2019). No Brasil, ha registros da
associacdo de T. paradoxa com besouros da espécie Rhynchophorus palmarum, coletados em
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areas de cultivo de coqueiro que apresentavam sintomas de resinose (Carvalho et al., 2011). O
fungo pode permanecer nas plantacGes por tempo indeterminado devido a formacgdo de

estruturas de resisténcia, o que possibilita a reinfec¢do de plantas sadias ao longo do tempo.

Essa associacdo entre T. paradoxa e insetos vetores, como R. palmarum, ndo ocorre de
forma aleat6ria, mas sim como resultado de adaptacdes evolutivas que favorecem a dispersao
e 0 sucesso de infeccdo desses fungos. Estudos realizados por Heart e colaboradores (2009)
relataram que os géneros Ceratocystis e Thielaviopsis estdo bem adaptados para serem
transportados por insetos. Esses fungos, podem ser divididos em grupos que produzem ou nédo
aromas frutados e que formam pescocos longos com ascomas, 0S quais originam massas
pegajosas de esporos aderentes ao corpo dos insetos. A analise por microscopia eletrénica de
varredura tem sido Gtil para visualizar esses esporos aderidos ao tegumento dos vetores. Essas
estratégias de sobrevivéncia ndo apenas facilitam a dispersdo, como também reduzem a
competicdo entre microrganismos e influenciam a especificidade do hospedeiro (Heart et al.,
2009).

2.4 Lasiodiplodia e géneros afins

A familia Botryosphaeriaceae abrange uma gama de fungos morfologicamente
diversos, compreendendo atualmente 22 géneros, entre os quais se destacam Lasiodiplodia,
Pseudofusicoccum, Neoscytalidium, Neofusicoccum, Diplodia, Dothiorella e Botryosphaeria,
classificados como endofitos ou saprofitos, principalmente em hospedeiros lenhosos (Phillips
et al., 2013; Abdollahzadeh et al., 2010). Os membros dessa familia produzem metabolitos
secundarios e enzimas que degradam a madeira, resultando em sintomas como necrose do lenho

e descoloracgéo foliar em videiras (Abou-Mansour et al., 2015; Belair et al., 2022).

Durante muito tempo, a identificacdo de fungos da familia Botryosphaeriaceae foi
baseada apenas em caracteres morfologicos. No entanto, devido a grande diversidade
morfoldgica observada, como a presenca de estrias em conidios maduros nos géneros
Lasiodiplodia, Neodeightonia e Barriopsis, e a auséncia em Diplodia além do formato variado
dos conidioforos, surgiu a necessidade de aplicar técnicas moleculares para melhorar a
identificacdo dos patogenos (Phillips et al., 2008).

Destaca-se que Lasiodiplodia possui ampla capacidade de disperséo e se destaca por ser

um fungo polifago, cosmopolita e latente, ocorrendo principalmente em situagdes de estresse
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em ampla gama de hospedeiros, como monocotiled6neas, dicotileddneas e gimnospermas
(Gnanesh et al., 2022; Barr, 1987). Grande parte das perdas de frutos no periodo pos-colheita
é causada por infec¢bes flungicas, que comprometem completamente o tecido do fruto,
tornando-o inadequado para comercializagdo (Salvatore et al., 2020). Quando o fungo coloniza
as raizes, suas hifas proliferam nos tecidos corticais e avancam até a regido medular. Em
seguida, o patégeno invade os vasos do xilema, comprometendo o transporte de agua e

nutrientes, o que pode levar a morte da planta (Sharma et al., 2003).

As espécies de Lasiodiplodia sdo amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais, em diferentes condigdes ambientais, estes fatores contribuir para o surgimento de
doencas fungicas, tendo Lasiodiplodia como patdgeno (Alves et al., 2008). Lasiodiplodia
theobromae possui capacidade de adaptagéo na faixa de temperatura entre 27 e 33 °C, onde em
temperaturas mais elevadas acelera seu metabolismo (D'Souza & Ramesh, 2002). No entanto,
condic@es climaticas Umidas, especialmente em periodos chuvosos, favorece a esporulacéo e a

dispersdo dos propégulos do fungo (Vasquez-Ldpez et al., 2009).

Morfologicamente, Lasiodiplodia apresenta micélio de forma superficial ou imersa no
substrato, com aspecto ramificado, presenga de septos e coloragdo marrom-escura. Suas
estruturas reprodutivas sexuais, chamadas ascomas, sdao do tipo eustromatico, de cor marrom-
escura a preta, com apenas uma cavidade interna (uniloculadas), parede espessa composta por
tecido pseudoparenquimatico e uma abertura (ostiolo) que se forma a medida que amadurecem,
parcialmente rompendo a superficie do substrato. Os conidios, que sdo 0s esporos assexuados,
sdo inicialmente hialinos (transparentes), mas com o tempo tornam-se marrom-escuros, com
uma Unica septacdo central, apresentando estrias longitudinais marcantes, paredes espessas,
formato entre oblongos e elipsoides, com o apice arredondado e a base truncada (Phillips et al.,
2008, p. 112). Cabe destacar que, a fase sexual & mais conhecida apenas em L. theobromae, nos
demais géneros, a biologia do fungo ainda é pouco conhecida. Devido a sua ampla diversidade,
faz-se necessario conhecer seu ciclo bioldgico para entender como ocorre a reproducao nas

variadas condi¢Ges ambientais (Phillips et al., 2008).

Nos estudos micoldgicos atuais, a combinacdo entre dados morfologicos e analises
moleculares tem se mostrado essencial para a delimitacdo correta de espécies dentro de
complexos taxondémicos. No caso do género Lasiodiplodia, essa abordagem integrada tornou-
se particularmente relevante, considerando a alta variabilidade morfoldgica entre isolados. As

aplicacdes filogenéticas, especialmente quando se trata de complexos de espécies, representam
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ferramentas confiaveis para a identificacdo precisa dos organismos (Phillips et al., 2008). Em
pesquisas mais recentes, observou-se que, por meio de inferéncias filogenéticas, isolados de L.
theobromae, anteriormente descritos apenas com base em caracteres morfoldgicos e em
sequéncias da regido ITS até o ano de 2004, possivelmente poderdo ser reclassificados como

pertencentes a outras espécies (Cruywagen et al., 2017).

Diversas espécies de Lasiodiplodia j& foram descritas com base em diferencas
morfoldgicas e moleculares. Entre as mais conhecidas estdo L. theobromae, L.
pseudotheobromae, L. crassispora, L. parva, L. hormozganensis, L. gonubiensis, L.
margaritacea, L. citricola, L. plurivora e L. brasiliensis. Essas espécies variam em
caracteristicas como tamanho e ornamentacdo dos conidios, além da regido geografica e
hospedeiro de ocorréncia (Alves et al., 2008; Phillips et al., 2013). A delimitacdo entre essas
espécies continua sendo desafiadora, especialmente em ambientes tropicais onde multiplas
espécies ocorrem em um mesmo hospedeiro (Phillips et al., 2013). A nivel internacional,
estudos moleculares ja foram realizados para identificar e descrever novas espécies dentro do
complexo L. theobromae, porém, abordagens que integrem taxonomia classica, biologia
molecular, coleta em ambientes nativos e avaliacdo de possiveis vetores ainda sdo limitadas

(Cruywagen et al., 2017).

Os estudos que investigam a interacdo entre coledpteros e fungos fitopatogénicos
tiveram inicio com pesquisadores na Africa do Sul e, desde entdo, tém evidenciado grande
relevancia cientifica, especialmente devido ao potencial desses fungos em disseminar esporos
entre diferentes areas de cultivo e plantas hospedeiras. No Brasil, estudos que envolvem a
identificacdo de fungos fitopatogénicos associado a besouros pragas sdo negligenciados.
Baseado nestas premissas, esta pesquisa apresenta uma proposta inédita no Brasil, sendo assim,
utilizando ferramentas de biologia molecular, avaliagdo dos marcadores morfoldgicos e
inoculacGes, pretende responder as seguintes questdes. (i) quais especies de fungos estdo
associados aos besouros Rhynchophorum palmarum e Metamasius hemipterus? Os isolados de
Thielaviopsis induzem sintomas de podriddo em frutos de coqueiro, abacaxi e em colmos de

cana-de-agucar?
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Capitulo |
Associacao de Thielaviopsis spp. em besouros em palméceas nativas e cultivadas
Resumo

Fungos da familia Ceratocystidaceae podem ser disseminados pela acdo de besouros e sao
transportados principalmente em estruturas denominadas de micéngias, que sdo bolsas
especializadas de armazenamento de esporos. Alguns fungos fitopatogénicos, podem ser
disseminados para plantas hospedeiras por diversos grupos de besouros. Estudos que envolvem
a identificacdo molecular de Thielaviopsis paradoxa no Brasil, bem como a associa¢do de
Thielaviopsis e coledpteros sdo escassos. Diante disso, esta pesquisa tem o objetivo de
investigar a diversidade de espécies do complexo T. paradoxa associado a besouros em area de
babacu, coqueiro e dendezeiro e confirmar sua patogenicidade em frutos de coqueiro, abacaxi
e cana-de-acUcar. A presente pesquisa foi constituida nas seguintes etapas: coleta de besouros,
plagueamento dos besouros, isolamento e purificacdo e caracterizacdo morfologica, extracao
de DNA, PCR, sequenciamento, analises filogenéticas e inoculacdo dos isolados em frutos de
coqueiro, abacaxi e cana-de-agucar. Foram obtidos 57 isolados de Thielaviopsis spp. associados
a R. palmarum e a M. hemipterus provenientes de areas com a presenca de palmeiras nativas e
cultivado (coqueiro e dendezeiro). Todos os isolados de Thielaviopsis obtidos de R. palmarum
e M. hemipterus apresentaram marcadores morfologicos tipicos de T. ethacetica e T. cerberus.
De acordo com a analise filogenética, (15 isolados) agruparam com o isolado de referéncia de
T. ethacetica. Dois isolados ndo agruparam com nenhuma espécie do complexo, mas ficaram
proximos de T. cerberus. Este estudo revela a presenca de T. ethacetica e T. cerberus associado
com R. palmarum e M. hemipterus. Todos os isolados inoculados induziram sintomas de
podridao em frutos de abacaxi, coqueiro e em colmos de cana-de-agUcar, apresentando mesmo
niveis de agressividade. Enquanto, que o isolado de T. cerberus apresentou baixo nivel de
agressividade em todas as inoculacdes. Este é o primeiro relato de T. cerberus associado em
ambos 0s besouros. Ambas as espécies induziram podridao em frutos de abacaxi, coco e em
colmos de cana-de-acUcar. Este estudo revela a primeira ocorréncia de T. ethacetica e T.

cerberus em associagdo com os besouros R. palmarum e M. hemipterus.

Palavras-chaves: Interacdo inseto-fungo; Filogenia; Complexo de espécies.
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Chapter I

Association of Thielaviopsis spp. with Beetles in Native and Cultivated Palms
Abstract

Fungi from the family Ceratocystidaceae can be spread by beetles, mainly through specialized
structures called mycangia, which store fungal spores. Some plant-pathogenic fungi are
transmitted to host plants by different groups of beetles. In Brazil, studies on the molecular
identification of Thielaviopsis paradoxa and its association with beetles are still rare. This study
aimed to investigate the diversity of species in the T. paradoxa complex associated with beetles
in areas with babassu palms, coconut palms, and oil palms, and to confirm their ability to cause
disease in coconut, pineapple, and sugarcane. The research included beetle collection, plating,
fungal isolation and purification, morphological characterization, DNA extraction, PCR,
sequencing, phylogenetic analysis, and inoculation of fungal isolates in fruits and stalks. A total
of 57 Thielaviopsis isolates were obtained from Rhynchophorus palmarum and Metamasius
hemipterus collected in areas with native and cultivated palms (coconut and oil palm). All
isolates from both beetle species showed typical morphological features of T. ethacetica and T.
cerberus. Phylogenetic analysis grouped 15 isolates with the reference strain of T. ethacetica.
Two isolates did not group with any known species but were close to T. cerberus. This study
reports for the first time the presence of T. ethacetica and T. cerberus associated with R.
palmarum and M. hemipterus. All fungal isolates caused rot symptoms in pineapple, coconut,
and sugarcane, showing similar levels of aggressiveness, except for T. cerberus, which showed
lower aggressiveness in all tests. Both fungi were able to cause fruit rot in these crops,
confirming that these beetles can act as potential vectors.

Keywords: Insect—fungus interaction; Phylogeny; Species complex.
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1. Introducdo

Fungos da familia Ceratocystidaceae dependem de besouros para sua dispersao e sao
transportados principalmente em estruturas denominadas de micangios, que sdo bolsas
especiais de armazenamento de esporos (Fraedrich et al., 2008; Harrington et al., 2005). A
relacdo entre besouros e fungos da familia Ceratocystidaceae tem sido amplamente estudada,
especialmente no caso dos fungos do género Ambrosiella, que apresentam uma estreita
associacdo simbidtica com besouros ambrosia. No entanto, essa interacdo intima, mediada por
estruturas especializadas chamadas micangios (ou micangia), é restrita a alguns grupos
especificos de besouros, como os da subfamilia Scolytinae e Platypodinae, ndo ocorrendo em
todos os coledpteros (Mayers et al., 2015).

Dentre os géneros de importancia econdmica, merece destaque Ceratocystis, que se
associa com espécies de besouros que causam injurias a troncos de diversas plantas arboreas.
Este género, geralmente, é disseminado a longas distancias pelos insetos, aumentando assim a
disseminacéo do inoculo entre as plantas (Heath et al., 2009). Thielaviopsis € outro género da
familia Ceratocystidaceae importante como fitopatégeno, no entanto, os estudos de associagdo
com insetos séo escassos. No Brasil, tem-se observado a associagéo de Thielaviopsis paradoxa
a Rhynchophorus palmarum, com esporos do fungo localizados na parte externa e interna do
inseto (Parra et al., 2003).

Estudo recente, utilizando abordagens modernas de biologia molecular, confirmou que
0 que era denominado de T. paradoxa se desmembrou em varias espécies filogenéticas
distribuidas em trés grandes grupos. O primeiro grupo é representado pelas espécies
Thielaviopsis radicicola, importantes fitopatdgenos em varias espécies de palmeiras, o segundo
engloba espécies de Thielaviopsis cerberus, patdgeno que causa podriddo pds-colheita em
frutos de Theobroma cacao (Mbenoun et al., 2014).

O terceiro grupo é composto pelas espécies de Thielaviopsis ethacetica, uma linhagem
amplamente distribuida, apresentando ampla gama de hospedeiro. Apesar de ndo existirem
informacdes do centro de origem desta espécie, pesquisadores levantaram a hipdtese de que
este patdgeno apresentava restrita distribuicdo antes de ser disseminado, no entanto, emergiu
para outros hospedeiros por meio de atividades antropicas (Mbenoun et al., 2014).
Thielaviopsis ethacetica € uma espécie cosmopolita, frequentemente encontrada em coqueiro,
dendezeiro e em outras palmeiras. Estudos indicam que a identificacdo de especies do

complexo T. paradoxa, com base apenas em marcadores morfoldgicos, pode ser desafiadora,
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pois essas espécies compartilham caracteristicas semelhantes, o que pode levar a classificacfes
imprecisas (Mbenoun et al., 2014).

O movimento e dispersdo de in6culo de fungos da familia Ceratocystidaceae ocorrem
principalmente por meio da agéo de insetos (Mayes et al., 2015; Mbenoun et al., 2015). Dentre
0s géneros de importancia econdmica, merece destacar a associagdo Ceratocystis com espécies
de besouros, ao causar injurias nas cascas e no lenho das arvores ocorre a penetracdo do fungo
no tecido das plantas, (Wingfield et al., 2017). Em pesquisas recentes, demonstraram que 0
indculo de Ceratocystis lukuohia esta presente nos excrementos de besouros ambrosia,
indicando que esses insetos podem atuar como vetores de dispersdo entre arvores nativas
(Hughes et al., 2023).

Devido a relacédo de besouros e fungos Thielaviopsis ser pouco explorada no Brasil, este
estudo pretende investigar por meio de caracterizacdo morfolégica e sequenciamento de DNA
quais espécies do complexo T. paradoxa encontram em associagdo com R. palmarum e M.
hemipterus, bem como confirmar se os isolados induzem podriddo em frutos de coqueiro,

abacaxi e em colmos de cana-de-agucar.

2. Material e Métodos

Coleta de insetos e isolamento fungicos

As coletas dos besouros foram realizadas nos periodos de julho de 2023 a novembro de
2024 em areas nativas com a presenca de palmeiras babacu nas seguintes localidades: Codd
(MA) 4°29'02.0"S 43°55'37.3"W, Coelho Neto (MA) 4°13'56.9"S 43°00'51.2"W, Chapadinha
(MA) 3°45'52.9"S 43°20'40.6"W, Buriti (MA) 3°48'22.3"S 42°56'55.8"W, Duque Bacelar
(MA) 4°04'10.5"S 42°58'36.7"W e Teresina (P1) CCA 5°02'51.2"S 42°47'01.8"W. Além disso,
realizaram-se coletas de besouros em areas de cultivos de coqueiro nos municipios de Balsas
(MA) 7°31'40.0"S 46°02'58.7"W e Moju (PA), enquanto as coletas nas areas de dendezeiro
foram realizadas na empresa Agropalma em Tailandia (PA) 2° 56'50" S 48° 57' 11" W (figura
1).

Foram utilizadas armadilhas do tipo balde (figura 2) para a captura dos besouros, sendo
instalados trés baldes por area, com distancia aproximada de 10 metros. No interior das
armadilhas, foram depositados microtubos contendo feromdénio de agregacdo (rincoforol) e
colmos de cana-de-agucar. Apds 15 dias, as armadilhas foram recolhidas e transportadas para

o0 Laboratério de Entomologia da Universidade Federal do Piaui -UFPI.
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Figura - 1. Mapa de localizacfo das cidades de coleta de R. palmarum e M. hemipterus nos Estados do Maranhdo,
Piaui e Para, de julho /2023 a novembro/2024, em ambiente nativo e cultivado de palméceas.

Figura — 2. Armadilha do tipo balde utilizada para captura de insetos. A. Tampa do balde equipada com funil e
orificios de ventilagdo padronizados (7 mm); B. Feroménio rincoforol posicionado na extremidade do funil; C.
Colmos de cana-de-agucar utilizados como isca.
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Os besouros foram quantificados, identificados e sexados seguindo a metodologia de
Schlickmann-Tank (2020); Zorzenon (2000); Ferreira (1998) e a razdo sexual (RS) foi
calculada utilizando a equacgdo: a razdo sexual (rs), utilizando-se a equagdo: rs =
fémeal(fémea+macho) e, posteriormente, os insetos foram acondicionados nas condigdes de
4°C (+_5) por 24 h. Posteriormente, foi realizado o procedimento de desinfestacdo, utilizando
uma solucéo de 4gua destilada e hipoclorito de sédio a 5%, por trés minutos. Apds esse periodo,
os insetos foram transferidos para outra solucdo contendo apenas agua esterilizada,
permanecendo durante dez minutos. Em seguida, os besouros foram depositados sobre papel-
toalha para remover o excesso de umidade. Para verificar a presenca de esporos de
Thielaviopsis na parte externa, os besouros foram depositados em placas de Petri contendo o
meio de cultivo BDA (Agar Batata Dextrose). Apds trés dias de incubacio os fragmentos de
micélio foram removidos e transferidos para uma nova placa de Petri com BDA (Parra et al.,
2003).

Purificacdo e caracterizacdo morfologica dos fungos

Para obter culturas monospdricas, inicialmente, os isolados foram cultivados em meio
de cultura BDA. Apds 3 dias de incubacdo, pequena porcdo de micelio foi transferida em
microtubos contendo agua destilada esterilizada. Com auxilio de uma pipeta, 1 ml de suspenséo
de esporos foi transferido para uma nova placa contendo meio Agar-Agua, mantida incubada
por 24 horas. Apos este periodo, observaram-se as placas em microscopio estereoscopico e,
com o auxilio de uma agulha hipotérmica esterilizada, foi transferido um Unico esporo
germinado para placas contendo BDA. As placas foram incubadas a 25 °C durante 10 dias.
Apobs seis dias de desenvolvimento das culturas, todos os isolados foram preservados em
microtubos contendo glicerol a 15%. Para a caracterizacdo morfoldgica, os isolados também
foram cultivados em extrato de malte a 2%, sobre a superficie do meio depositaram-se pequenos
pedacos de tecido de colmos de cana esterilizados. As placas foram incubadas a 25 °C no escuro.
Apos 10 dias de cultivo, avaliaram-se os marcadores morfolégicos como coloracéo e aspecto

de culturas, morfologia e disposic¢éo de esporos e medi¢cdo dos mesmos (Mbenoun et al., 2014).

Extracdo de DNA

Os fungos foram cultivados em meio liquido a base de extrato de malte 2%, por trés
dias, em temperatura ambiente e sob agitagdo de 100 rpm. O micelio foi filtrado, macerado em
nitrogénio liquido e o DNA, extraido com o uso do kit de extracdo Wizard® Genomic DNA
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purification kit (Promega Brasil, Sdo Paulo, BR). O DNA extraido teve sua concentracao
determinada em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).
PCR, sequenciamento e analises filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas com sequéncias de DNA da regido génica:
ITS. Os seguintes pares de primers foram utilizados nas reag0es de PCR e de sequenciamento:
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) ¢ ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%)
paraaregido ITS (WHITE et al.,1990). Foi utilizada uma concentracdo: 1 puL de DNA total das
amostradas. As PCRs foram realizadas com as seguintes concentragdes: 12.5 pL Tag PCR
Master Mix 2x, 2 uL de cada primer (reverse e forward) e 9 uL de agua ultrapura, totalizando
um volume final de 25 pL. As condigbes das reacdes seguiram recomendacdes dadas pelos
respectivos autores de cada par de primers. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium®), com posterior visualizacao
realizada em um transluminador. O comprimento dos fragmentos amplificados foi comparado
com um marcador de comprimento de fragmentos 1 Kb. Os fragmentos amplificados foram
purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Brasil,
Sdo Paulo, BR). Os fragmentos dos genes foram sequenciados na empresa Macrogen, USA. Os
eletroferogramas gerados foram analisados visualmente com o auxilio do programa SegAssem
(Hepperle, 2004) e as sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados GenBank,
do 7 National Center for Biotechnological Information — NCBI, por meio do programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cqi-bin/BLAST/). Sequéncias de referéncias correspondentes a

ITS das espécies do complexo T. paradoxa, previamente depositadas no GenBank, também
foram acrescentadas as analises. No programa MEGA 6® (Tamura et al.,2011) foram feitos os
alinhamentos multiplos das sequéncias utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson et
al., 1994). Foram realizadas analises filogenéticas com base no principio da Inferéncia

Bayesiana, utilizando o software Mr Bayes 3.1.2 (Ronquist et al., 2011).

Inoculacéo dos isolados em frutos de coqueiro

Para realizar as inoculagdes em frutos de coco, selecionou-se 84 frutos com auséncia de
sintomas de fungo ou lesdo por insetos-praga. Logo apds, desinfestados superficialmente com
hipoclorito a 0,3 % e agua por 5 minutos. Os frutos desinfestados foram colocados em bandejas
para secar. Em seguida, com auxilio de um perfurador realizou-se o ferimento de
aproximadamente 10 mm de profundidade na superficie do fruto. Inocularam-se discos de

micélio com didmetro de (0,4 mm) de Thielaviopsis sp. transferidos das culturas com 7 dias de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/)
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incubacdo. Para os frutos-testemunha, depositaram-se discos de BDA de 0,4 mm, sem a
presenca do fungo.

O experimento foi realizado com 20 isolados e, para cada um deles, foram utilizados
quatro frutos. Dessa forma, cada isolado foi inoculado em quatro frutos, totalizando 84 frutos
para 0 ensaio. Desses, quatro ndo receberam inoculacdo fangica, sendo nomeados como
testemunhas negativas. Apds as inoculacdes, os frutos de coco foram armazenados em bandejas
por oito dias em temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 12h.

Para confirmar a identidade do fungo, transferiram-se pequenos fragmentos de micélio
depositados em meio de cultura BDA (Santos et al., 2017). O parametro qualitativo foi
realizado a partir da presenca ou auséncia de sintomas na parte externa e interna do fruto. O
parametro quantitativo foi a avaliacdo do comprimento da lesdo causado pelo patégeno

(agressividade), medindo a colonizagdo interna com o auxilio de fita métrica.

Inoculagéo dos isolados em frutos de abacaxi

Para realizar as inoculacGes em frutos de abacaxi, a metodologia foi semelhante,
selecionou-se 84 frutos com auséncia de sintomas de fungo ou lesdo por insetos-praga. Logo
apos, desinfestados superficialmente com hipoclorito a 0,3 % e &gua por 5 minutos. Os frutos
desinfestados foram colocados em bandejas para secar. Em seguida, com auxilio de um
perfurador realizou-se o ferimento de aproximadamente 10 mm de profundidade na superficie
do fruto. Inocularam-se discos de micélio com diametro de (0,4 mm) de Thielaviopsis sp.
transferidos das culturas com 7 dias de incubacéo. Para os frutos-testemunha, depositaram-se
discos de micélio de 0,4 mm, sem a presenca do fungo.

O experimento foi realizado com 20 isolados e, para cada um deles, foram utilizados
quatro frutos. Dessa forma, cada isolado foi inoculado em quatro frutos, totalizando 84 frutos
para 0 ensaio. Desses, quatro ndo receberam inoculacdo flungica, sendo nomeados como
testemunhas negativas. Apds as inoculagBes, os frutos de abacaxi foram armazenados em
bandejas por sete dias em temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 12h.

Para confirmacdo da identidade do fungo, fragmentos de micélio foram transferidos
para meio de cultura BDA, conforme descrito por Santos et al. (2017). A analise qualitativa
consistiu na verificacdo da presenca ou auséncia de sintomas visiveis nas partes externa e
interna dos frutos. Ja a analise quantitativa avaliou o grau de agressividade do patégeno, por
meio da medi¢do do comprimento da lesdo interna, utilizando-se uma fita métrica para afericéo

da colonizagdo fungica.
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Inoculagéo dos isolados em cana-de-agucar

O teste de inoculacdo dos colmos de cana-de-acUcar foi realizado em colmos com 1
metro de comprimento. Na base do colmo, depositou-se 1 mL de suspensdo de esporos na
concentragio de 1x10° conidios/mL e, logo depois, utilizou-se papel filme sobre a area
inoculada. Nos colmos-controle, depositou-se apenas agua destilada esterilizada. Os colmos
inoculados foram incubados em ambiente climatizado 25 °C e fotoperiodo de 12h. As
repeticdes continham 4 colmos cada. Quinze dias ap6s a inoculacdo, os colmos foram
seccionados longitudinalmente para avaliacdo visual e mensuracao da colonizagdo (Chapola et
al., 2014).

As analises de agressividade do tamanho do comprimento, tanto em frutos de coqueiro
quanto em abacaxi, foram submetidas ao programa Rstudio, a testes paramétrico com
normalidade Shapiro-Wilk, homogeneidade teste de Bartlett, Tukey para teste em cana-de-

acucar utilizou-se o teste Scott-Knott a 5% de significancia.

3. Resultados

Foram coletados 1.272 besouros nas areas de dendezeiros, coqueiro e areas nativas com
palmeiras (babagu, buriti), totalizando 1.018 individuos de R. palmarum (figura 3) e 245
individuos de M. hemipterus (figura 4). A razao sexual de R. palmarum foi de 0,62.

Wnﬂwmuum}l,.l,”
8

Figura — 3. Rhynchophorus palmarum. A. Diferenga entre fémea e macho: o macho &' apresenta pelos no rosto,
ausentes na fémea ¢ ; B. Adulto de R. palmarum variando de 40 a 60 mm de comprimento; C. Larva atingindo até
75 mm de comprimento e 25 mm de largura ao final do desenvolvimento; D. Larva de coledptero com coloracéo
branco-creme.
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Figura — 4. Metamasius hemipterus. A. Vista lateral do adulto; B. Vista dorsal do adulto. Os adultos apresentam
coloracdo castanho alaranjado, com manchas e faixas no abdémen.

Trés dias apds o plagueamento, observou-se crescimento micelial de coloracdo branca
sobre os besouros de R. palmarum e M. hemipterus. O micélio apresentou crescimento rapido,
com coloracédo inicialmente branca, tornando-se escuro com a idade (figura 5). Obteve 57
isolados de Thielaviopsis, sendo 38 isolados provenientes de R. palmarum e 17 isolados de M.
hemipterus (Tabela 1) observou-se que a maioria dos isolados de Thielaviopsis foram obtidos

de besouros fémeas de R. palmarum (tabela 2).

Figura—5. Resultado do isolamento fungico em placa de BDA com insetos vetores coletados em ambiente nativo
e cultivado, em 2024. A - Metamasius hemipterus sp.; B e C- Rhynchophorus palmarum.
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Tabela 1 - Isolados de Thielaviopsis sp. obtidos de R. palmarum e M. hemipterus em diferentes municipios brasileiros, de julho de 2023 a

novembro de 2024.

Cadigo
RD 01
RD 02
RD 03
RD 04
RD 05
RD 06
RD 07
RD 12
RD 13
RD 14
RD 16
RD 18
RD 24
RD 25
RD 27
RD 28
RD 30
RD 31
RD 33
RD 34
RD 35
RD 36
RD 38
RD 40
RD 43
RD 44
RD 45
RD 46
RD 48
RD 49
RD 50
RD 51
RD 52

Isolado

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica
T. ethacetica

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica

Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.

T. ethacetica
T. ethacetica

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica
T. cerberus
T. ethacetica

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica

Thielaviopsis sp.

T. ethacetica
T. ethacetica

Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.

Planta
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa

Cocos nucifera
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa

D00 00000020 ODZZ 000000 g0 m

Vetor

. palmarum
. palmarum
. palmarum
. hemipterus
. hemipterus
. hemipterus
. hemipterus
. palmarum
. hemipterus
. hemipterus
. hemipterus
. hemipterus
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. hemipterus
. hemipterus
. palmarum
. palmarum
. hemipterus
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum

Municipio
Codo-MA
Codo-MA
Codo-MA
Codo-MA
Teresina-Pl
Codo-MA
Codo-MA
Teresina-Pl
Chapadinha-MA
Chapadinha-MA
Chapadinha-MA
Chapadinha-MA
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Moju - PA
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl



RD 53
RD 54
RD 55
RD 56
RD 57
RD 61
RD 62
RD 63
RD 67
RD 68
CM 01
CM 02
CM 03
CM 05
MP 339
MP 340
MP 341
MP 342
MP 344
MP 345
MP 346
MP 347
MP 348
MP 304

Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
T. cerberus
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
T. ethacetica
T. ethacetica
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
Thielaviopsis sp.
T. ethacetica

Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Attalea speciosa
Cocos nucifera
Cocos nucifera
Cocos nucifera
Cocos nucifera
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Dendezeiro
Abacaxi

M. hemipterus
R. palmarum
M. hemipterus
M. hemipterus
M. hemipterus
M. hemipterus
M. hemipterus
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
R. palmarum
Test. Positiva

Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Teresina-Pl
Balsas - MA
Balsas - MA
Balsas - MA
Balsas - MA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
S&do Domingos -MA
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Tabela 2 - Percentual de Thielaviopsis sp. associados a macho e fémea de R. palmarum, obtido nos estados do Maranhdo, Piaui e Para, em

2024.
1° Coleta 2° Coleta 3° Coleta 4° Coleta 59 Coleta Total %
R. palmarum 34 68 44 38 93 277
Fémea 5 2 2 9 5 23 8,3
Macho - - 2 3 3 8 2,8
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Né&o foram obtidos isolados de Thielaviopsis de R. palmarum e M. hemipterus coletados
nas cidades de Buriti, Coelho Neto e Duque Bacelar. De acordo com a analise filogenética
baseada em sequéncias da regido ITS (figura 6), a colecao de isolados de Thielaviopsis, obtidos
de R. palmarum e M. hemipterus, pertence ao complexo Thielaviopsis paradoxa. Quinze
isolados agruparam com o isolado de referéncia de T. ethacetica. Dois isolados ndo agruparam
com nenhuma espécie do complexo, mas ficaram proximos de T. cerberus. O sequenciamento
adicional de outras regides génicas sera realizado com objetivo de revelar a identidade destes
dois isolados.
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Figura — 6. Resultado da analise filogenética pela inferéncia de Bayesiana de Thielaviopsis sp. com regido ITS.

Ao caracterizar os isolados, observou que as culturas inicialmente eram brancas,
tornando-se negras com a idade (figura 9). Visualizaram-se conidios primarios, com formato

retangulares e hialino, medindo 8,62um de comprimento e 5,24um de largura. Os conidios
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secundarios tinham formato variando de oval a retangulares, com coloragdo escura, medindo
(9,56 um de comprimento e 6,07 um de largura) (figura 7). Os isolados RD 27 e RD 61,
apresentou culturas inicialmente brancas evoluindo para coloragdo cinza escuro, com a
presenca de peritécios, rostrados, ornamentacdes na base do peritécio, medindo 237,53um de
comprimento e 237,85 um de largura (figura 8). Sinéemios ndo foram produzidos em nenhum

dos isolados caracterizados.

i « 3 e % v/
Figura -7. Marcadores morfologicos de Thielaviopsis paradoxa obtidos de insetos vetores. A, Fungo em placa de
BDA.; B, conidio primario e secundario, aleuroconidio.; C, conidios secundarios e aleuroconidio.; D, conidios
primarios em cadeia hialino.; E, conidios secundarios solitérios.; F, G, H, conidios secundarios em cadeia.; |, J
conidios secundarios heterotalicos.; K, peritécio.
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Figura— 8. Marcadores morfolégicos de Thielaviopsis cerberus obtido de insetos vetores. Na sequéncia: A- Placa
de T. cerberus em meio BDA; B- M. hemipterus isolado em meio BDA; C- Massas de ascésporos; D- Resultado
de isolamento de R. palmarum em meio BDA; E- Detalhe da base do peritécio (Ornamentagéo peritecial); F-
Peritécios.

Figura — 9. Culturas de Thielaviopsis sp. em meio BDA (Agar Batata Dextrose) apds 3 dias de isolamento. Na
sequéncia: A — RD 28; B- RD 30; C- RD 36; D- RD 04; E- RD 27; F- RD 05; G- RD 35; H- RD 38; | - RD 14; J-
RD 31; K- RD 03; L- RD ;M- RD 34; N- RD 02; O- RD 01; P- MP 304; Q- RD 18; R- RD 16; S-RD 14; T-RD
16.
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Todos os isolados obtidos de R. palmarum e de M. hemipterus foram patogénicos em
frutos de coqueiro, abacaxi e cana-de-acUcar. Os frutos-testemunha ndo apresentam sintomas
de podriddo. Todos os isolados foram comprovados como Thielaviopsis spp. ao fim do
experimento por meio do método de reisolamento.

Ao analisar os frutos de coco, apos trés dias da inoculagdo, verificou-se a presenca de
micélio branco. Apos cinco dias, o fruto apresentou coloracdo preta sob a parte externa. Com
oito dias, os frutos de coco encontravam-se podres e com coloragdo marrom claro, inviavel,
portanto, para o consumo (figura 10).

Os frutos de abacaxi, apresentaram 0s primeiros sintomas de mancha na casca e
amolecimento do tecido com 3 dias apds a inoculagdo. Apos sete dias, observaram-se sintomas
de apodrecimento do tecido com coloracdo negra a marrom, e a presenca de liberacado de liquido
nos frutos (figura 12). Nas canas, houve a presenca de escurecimento, encharcamento e cheiro
caracteristico da podridao do abacaxi (figura 14).

Os isolados de T. ethacetica inoculados em frutos de abacaxi e coco apresentaram niveis
similares de agressividade (figura 11 e figura 13), enquanto o isolado de T. cerberus apresentou
menor nivel de agressividade comparado aos isolados de T. ethacetica (figura 11 e figura 13).
Em colmos de cana-de-agUcar, os isolados de T. ethacetica apresentaram seis niveis de
agressividade. O isolado de T. cerberus apresentou baixa agressividade em relacdo a T.

ethacetica (figura 15).

Figura — 10. Sintomas de escurecimento e apodrecimento em frutos de coqueiro apds oito dias de inoculagdo com
Thielaviopsis sp. obtidos de R. palmarum e M. hemipterus. (A)- testemunha negativa (auséncia do fungo); isolados
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na sequéncia: (B)- RD 01; (C)- RD 02; (D)-RD 03; (E)- RD 04; (F)- RD 05; (G)- RD 13; (H)- RD 14; (I)- RD 16;
(J)- RD 18; (K)- RD 27; (L)-RD 28; (M)- RD 30; (N)- RD 31; (O)- RD 34; (P)- RD 35; (Q)- RD 36; (R)- MP 304
(testemunha positiva); (S)- RD 33; (T)- RD 53; (U)- RD 38.

Analise de agressividade em frutos de coqueiro
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Figura 11. Medicdo do comprimento das lesbes em frutos de coqueiro causadas por Thielaviopsis sp. O isolado
RD 27 diferenciou-se estatisticamente dos demais, apresentando baixa agressividade. Em contraste, os demais
isolados demonstraram-se altamente agressivos nos frutos.

Figura — 12. Sintomas de podriddo e amolecimento do fruto causados por isolados de Thielaviopsis sp. obtido de
insetos vetores apos sete dias. (A) Testemunha negativa, sem inoculacdo. (B-U) Frutos inoculados com diferentes
isolados de Thielaviopsis spp., apresentando variacdes na severidade dos sintomas. Os cédigos dos isolados sao:
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(B) RD 01, (C) RD 02, (D) RD 03, (E) RD 04, (F) RD 05, (G) RD 13, (H) RD 14, (I) RD 16, (J) RD 18, (K) RD
27, (L) RD 28, (M) RD 30, (N) RD 31, (O) RD 34, (P) RD 35, (Q) RD 36, (R) MP 304 (testemunha positiva), (S)
RD 33, (T) RD 53, (U) RD 38.

[N
SN

[ERN
N

Analise de agressividade em abacaxi
11 10,8810,7510,7510.7510.6210.62 10,5 10,510,38;

0251015101 9,88 9,88 9,75 9,75 9.7 9.95
558
| 0
9
1
&

R RO R

N

=
o

[ee)

SN

Tamanho da lesdo (cm)
N [e2]

o

Isolados

Figura — 13. Resultado das medicGes de isolados de Thielaviopsis sp. em frutos de abacaxi. Todos os isolados
foram agressivos, exceto o isolado RD 27, que apresentou menor média comparado com os demais.

Figura — 14. Teste de inoculagdo com isolados de Thielaviopsis sp. obtido de insetos vetores em cana-de-agucar
com sintomas de escurecimento e podridao. Os cddigos dos isolados sdo: (A)- RD 01; (B)- RD 02; (C)- RD 03;
(D)- RD 04; (E)- RD 05; (F)- RD 13; (G)- RD 14; (H)- RD 16; (I)- RD 18; (J)- RD 27; (K)- RD 28; (L)-RD 31,
(M)- RD 33; (N)- RD 34; (O)- RD 35; (P)- RD 36; (Q)- MP 304 Testemunha positiva; (R)- Testemunha negativa
(auséncia do fungo).
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Andlise de agressividade em cana-de-agtcar

311253 5 30, .
25 T T T T 26[752?52175241252125 Zf 2T52

35

3

o

TS 2T521I7521[5 1T5

520
Q
‘G 15 T
3
8
S 10
<
g
e 5
&
: T
I R RN I R K AR R A
R PRSP SRS S S S S S
R X5

Isolados

Figura — 15. Avaliacdo da agressividade de isolados fangicos em colmos de cana-de-agUcar. Todos os isolados
testados apresentaram alta agressividade, com excecao do isolado RD 27, que se mostrou um patogeno de baixa
viruléncia.

4. Discussao

Baseado em uma ampla coleta de besouros, confirmou-se a associacao de T. ethacetica
associado a coledpteros coletados em areas com a presenca de palmeiras nativas e em areas de
cultivos de dendezeiro e coqueiro. Em algumas areas de coleta, Thielaviopsis ndo foi isolado
de Rhynchophorus palmarum, o que sugere que 0s insetos capturados provavelmente nao
visitaram palmeiras infectadas por fungos. Pesquisa conduzida no Norte do Brasil revelou a
presenca de T. ethacetica associado a fruteiras nativas, causando especificamente podridao de
frutos (Rocha, 2022). Em cultivo de cacau, pesquisadores Sul-Africanos encontraram besouros
do género Brachypeplus, dos quais se obtiveram dois isolados de T. ethacetica. Desta forma,
acredita-se que estes besouros aumentam a pressao parasitaria, atuando na disseminagéo de
esporos deste patdégeno (Mbenoun et al., 2015).

Em razdo de os isolados induzirem podriddo em frutos de coqueiro, abacaxi e cana-de-
acucar, este resultado sugere que a presenca de indculo nos insetos podera ser um risco para
plantas cultivadas, especialmente para as palmaceas, como coqueiro e dendezeiro, plantas que
ambos 0s besouros visitam e completam seu ciclo de vida. Além disso, os tecidos dos frutos
apresentavam amolecimento da polpa e casca, evidenciando a possivel acdo de enzimas liticas

produzidas pelos patdégenos (Mbenoun et al., 2015). No entanto, os isolados de T. cerberus
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induziram sintomas de podriddo, porém ndo se observou o amolecimento do tecido, sendo
assim, sugere-se que, provavelmente, os isolados de T. cerberus ndo produzem enzimas liticas.
Apesar deste fungo induzir doengas em ambos o0s hospedeiros, isolados de T. cerberus
provenientes de frutos de cacaueiro ndo induziram doencas, mesmo realizando ferimentos
(Mbenoun et al., 2015). Possivelmente, o isolado RD 27 perdeu o gene da patogenicidade, o
que Ihe confere essa caracteristica genética de ndo apresentar padrdes agressivos em relacao
aos demais isolados.

Thielaviopsis ethacetica € um patégeno de importancia significativa em diversos
hospedeiros, sendo a podriddo de frutos o sintoma mais caracteristico. Essa doenga tem sido
especialmente observada em frutos de abacaxi, coco, pupunha e nos colmos da cana-de-agucar
(Borgens et al., 2019; Mbenoun et al., 2015). De acordo com os dados de Almeida (2022),
isolados de T. ethacetica provenientes de insetos apresentaram niveis de agressividade e
patogenicidade semelhantes aos isolados obtidos diretamente de plantas. Esses resultados
reforcam a hipotese de que o inseto R. palmarum atua como vetor do fungo, intensificando o
processo de infecgdo ao causar ferimentos que facilitam a entrada do patogeno. Além disso, R.
palmarum pode exercer um papel relevante na disseminacdo de esporos entre plantas e
diferentes areas de cultivo (Almeida, 2022). Nossos préprios isolados, obtidos a partir de R.
palmarum e M. hemipterus, também demonstraram potencial de agressividade, refor¢ando a
relevancia desses insetos como agentes dispersores do fungo.

Utilizando analise filogenética e avaliacdo dos marcadores morfolégicos, confirmou-se
que os isolados coletados dos insetos M. hemipterus e R. palmarum s&o T. ethacetica e T.
cerberus. Os isolados de T. ethacetica agruparam junto com isolados de diferentes hospedeiros
e regibes geograficas, resultando na formacao de trés subclados distintos. Acredita-se que a
formacdo destes subclados é devida a alta variabilidade genética. Resultados de pesquisas
recentes, revelaram que a populacdo de isolados de T. ethacetica coletados em dendezeiro
apresentou alta diversidade genética. Outrossim, utilizando-se marcadores moleculares, ficou
evidente que “T. ethacetica” ¢é representado por quatro linhagens filogenéticas distintas,
demostrando que esta “espécie” é representada por um complexo taxonémico. Apesar desta
diversidade dentro deste complexo, as espécies até 0 momento nao foram descritas (Mbenoun
et al., 2015). Sendo assim, acredita-se na possibilidade da existéncia de novas espécies de
Thielaviopsis em diferentes hospedeiros no Brasil. Portanto, para confirmar esta hipétese, é
necessario realizar a caracterizacdo de isolados e de diferentes hospedeiros, com aplicacdo de

novas técnicas como o sequenciamento e estudo reprodutivo (cruzamento).
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Pela primeira vez, nesta pesquisa registra-se a associacao entre T. cerberus e insetos,
nos coleopteros R. palmarum e M. hemipterus. Este fungo foi coletado em plantas Theobroma
cacoa e Elaeis guinenseis. Ap0s a descricao desta espécie, ndo se registrou sua ocorréncia em
nenhuma regido geografica do mundo (Mbenoun et al., 2014). No entanto, no Brasil, observou-
se este fungo causando podriddo em frutos de Attalea maripa (Rocha, 2022). Fungos da familia
Ceratocystidaceae na fase sexuada sdo adaptados para disseminagéo via coledpteros, uma vez
que sao atraidos por aromas frutados e em razdo de 0s ascOsporos serem pegajosos, aderindo
facilmente a superficie do corpo do inseto (Heath et al., 2009).

Sendo assim, acredita-se na raz&o da existéncia de tantas ocorréncias de associagao de
Ceratocystis em varias espécies de besouros que induzem perfuracGes em arvores (Malloch
Blackwell, 1993). E importante ressaltar que o exoesqueleto de insetos é composto por quitina
e queratina, o que o torna um lugar ideal para o crescimento de varios fungos proporcionando
sua reproducéo (Tetreau e Wang, 2019). De acordo com pesquisas anteriores, 0 aumento da
populacéo de insetos ocasiona o0 aumento de plantas com sintomas de murcha causados por
Ceratocystis sp. (Hinds, 1972).

Este estudo revela a predominéncia de T. ethacetica associado a R. palmarum e M.
hemipterus. De uma colecdo de 57 isolados obtidos, detectou apenas 2 isolados com marcador
morfoldgico de T. cerberus. O fato de se encontrar maior nimero de isolados T. ethacetica nos
besouros é explicado por duas razdes: primeiramente, T. ethacetica encontra-se distribuido em
amplas regides geogréaficas. Além disso, € um patdgeno polifago, podendo esta associado em
varias plantas causando doencas. Ademais, estudos anteriores tém demostrado que, no
complexo T. paradoxa, a espécie T. ethacetica predomina em relagdo as demais, espécie do
complexo Thielaviopsis paradoxa. Sendo assim, muitos isolados que sdo denominados como
T. paradoxa podem ser T. ethacetica, uma vez que, durante muitos anos, a taxonomia deste
fungo era definida por meio da caracterizagdo morfoldgica, uma técnica ndo téo eficaz para a
taxonomia deste grupo a nivel de espécie (Mbenoun et al., 2014).

Durante os isolamentos, observou-se a presenca de algumas culturas com a presenca da
fase sexuada de isolados de T. ethacetica. Sendo assim, confirma-se que existem esporos de T.
ethacetica de ambos os tipos de acasalamento (Mat-1 e MAT-2). T. ethacetica é um fungo
heterotélico que requer dois parceiros de acasalamento compativeis (portadores de tipos de
acasalamento opostos, MAT 1-1 e MAT 1-2), para produzir esporos sexuais, Como ascosporos
(Mbenoun et al., 2014).

Neste estudo, foi possivel confirmar que os isolados ndo pertenciam a T. paradoxa s.

stric., em funcdo de que nenhum dos isolados caracterizados ndo produziu sinemata, marcador
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tipico das espécies T. paradoxa e T. euricoi (Mbenoun et al., 2014). No entanto, foi possivel
identificar morfologicamente os isolados de T. cerberus, em funcdo de que esta espécie ¢é a
Unica do complexo T. paradoxa que produz muitos peritécios em meios de cultura. As espécies
do complexo T. paradoxa possuem grande plasticidade morfoldgica das estruturas assexuais,
consequentemente, isso levou a uma grande confusdo taxonémica durante muitos anos. Como
exemplo, T. paradoxa s. scrt. passou por alteracfes de nomes, inicialmente denominado como
Spororischima paradoxum, Ceratocystis paradoxa e Chalara paradoxa. No entanto, esta
confusdo taxondmica foi resolvida com o emprego de ferramentas de biologia molecular
(Mbenoun et al., 2014; De Beer et al., 2014).

Tem observado maior frequéncia de isolados de Thielaviopsis associado a besouros
fémea de R. palmarum. Acredita-se que esta maior predominancia é em funcdo de que as
fémeas permanecem maior tempo na planta, local onde é realizada a postura dos ovos e onde
ocorre o ciclo bioldgico. Resultados deste estudo evidenciam a importancia dos besouros como
potencial vetor de indculo de Thielaviopsis spp., desse modo, a razdo de encontrar esporos de
Thielaviopsis associado ao exoesqueleto de ambas as espécies de besouros, acredita-se que,
durante a interacdo besouros x palmeiras, ocorre a disseminacdo de esporos de palmeiras

selvagens para palmeiras cultivadas (Almeida, 2022).

5. Conclusoes

Este estudo revela a associacdo de Thielaviopsis ethacetica e Thielaviopsis cerberus nos
besouros R. palmarum e M. hemipterus.

Este € o primeiro relato de T. cerberus sensu lato associado a R. palmarum e M.
hemipterus.

Thielaviopsis ethacetica e Thielaviopsis cerberus s. | induziram podriddo em frutos de
abacaxi, coco e em colmos de cana-de-agucar.

Isolou uma maior frequéncia de isolados de Thielaviopsis em fémeas de R. palmarum.
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Capitulo 11

Rhynchophorus palmarum e Metamasius hemipterus: Possiveis vetores de Lasiodiplodia
spp.

Resumo

No Brasil, existem grandes areas de producdo de coqueiro, totalizando aproximadamente 280
mil hectares, distribuidos no territério nacional, mas principalmente nas regiées Nordeste e
Norte. Apesar de existir varios estudos que envolve a taxonomia de Lasiodiplodia, ndo se
conhece nenhum estudo que envolve a associacdo deste género de fungo com besouros.
Rhynchophorus palmarum e Metamasius hemipterus sdo importante besouros associado a
palméceas, ambos os besouros podem induzir injdrias, potenciando danos econdémicos. Esta
pesquisa sugere que R. palmarum e M. hemipterus sdo possiveis vetores do género
Lasiodiplodia. Diante disso, objetivou-se caracterizar morfologicamente isolados de
Lasiodiplodia obtidos de R. palmarum e M. hemipterus e verificar se os isolados induzem
podridao em frutos de coqueiro. A presente pesquisa foi constituida nas seguintes etapas: coleta
de besouros nos estados do Maranhdo (Balsas), Piaui (Teresina) e Para (Tailandia),
plagueamento dos besouros, isolamento, purificacdo, caracterizacdo morfoldgica e teste de
inoculacdo montado com 4 repeticdes e duas testemunhas de controle (auséncia do fungo) para
trés isolados de Lasiodiplodia (RD 59, CM 04 e CM 06) durante 15 dias. Foram obtidos dez
isolados de Lasiodiplodia sp. de R. palmarum e M. hemipterus de ambiente nativo e cultivado,
trés isolados causaram machas escuras e apodrecimento do fruto, com presenca de picnidios.
Em campo foi possivel observar plantacdes de coqueiro com sintomas de seca dos ponteiros,
caimento das folhas com presenca de R. palmarum e M. hemipterus no local, no estado do Para.
Esta pesquisa registrou, pela primeira vez, a ocorréncia de Lasiodiplodia sp. associado a R.

palmarum e M. hemipterus.

Palavras-chaves: Interacdo ecoldgica; Espécies morfoldgicas; Patogenicidade.
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Chapter 11

Rhynchophorus palmarum and Metamasius hemipterus: Possible vectors of Lasiodiplodia
spp.

Abstract

Brazil has extensive coconut plantations, covering approximately 280,000 hectares, primarily
located in the North and Northeast regions. Although the taxonomy of Lasiodiplodia has been
well studied, its association with beetles remains unexplored. Rhynchophorus palmarum and
Metamasius hemipterus are significant beetle species associated with palms that can cause
economic losses by inflicting wounds that facilitate pathogen infection. This study proposes that
both beetles are potential vectors of Lasiodiplodia spp. The objective was to morphologically
characterize Lasiodiplodia isolates obtained from R. palmarum and M. hemipterus and assess
their ability to cause fruit rot in coconuts. Methodology included beetle collection in Maranhao
(Balsas), Piaui (Teresina), and Para (Tailandia), followed by plating, fungal isolation and
purification, morphological characterization, and inoculation tests. Three Lasiodiplodia
isolates (RD 59, CM 04, and CM 06) were tested, with four replicates and two negative controls,
over 15 days. Ten Lasiodiplodia sp. isolates were obtained from both beetle species in native
and cultivated environments. Three isolates caused dark lesions and fruit rot, with pycnidia
formation. In the field, coconut plantations in Para showed symptoms such as spear leaf drying
and leaf drop, where both beetles were present.This is the first report of Lasiodiplodia sp.
associated with R. palmarum and M. hemipterus, suggesting their potential role as vectors of
this fungal genus.

Keywords: Ecological interaction; Morphological species; Pathogenicity.
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1. Introducdo

A familia Botryosphaeriaceae abrange 22 géneros de fungos (Phillips et al., 2019).
Dentre esses g@éneros, destacam-se 0s patdgenos Lasiodiplodia, Pseudofusicoccum,
Neoscytalidium, Neofusicoccum, Diplodia, Dothiorella e Botryosphaeria, os quais afetam
diversas culturas, ocasionando sintomas como queima das gemas, cancros no caule e podriddo
dos frutos (Abdollahzadeh et al., 2010). A seca dos ponteiros é um sintoma provocado por
fungos do género Lasiodiplodia, podendo ser observada a campo. Além disso, 0 género €é capaz
de colonizar praticamente todos os tipos de tecidos vegetais, incluindo sementes e frutos no
pos-colheita (Alves et al., 2008; Cruywagen et al., 2017; Freire, 2004). Em determinadas
condigdes, esses fungos podem sobreviver como organismos endofiticos ou saprofiticos,
apresentando preferéncia por temperaturas entre 25 e 30 °C para seu desenvolvimento em
diferentes substratos (YYang et al., 2017; Sharma et al., 2003).

Lasiodiplodia theobromae possui ampla distribuicdo geogréafica e elevada capacidade
patogénica, sendo responsavel por doencas em aproximadamente 500 espécies vegetais.
Embora seja considerada um patdgeno oportunista, sua incidéncia pode causar danos
expressivos as plantas, especialmente em locais de poda ou pontos de enxertia, onde encontra
condigbes favoraveis para infeccéo e colonizacéo dos tecidos (Urbez-Torres e Gubler, 2009).
Em pesquisas, conduzidas por Rosado et al. (2016) identificou-se pela primeira vez no Brasil,
as espécies L. brasiliense, L. egyptiacae e L. pseudotheobromae como agentes da podriddo
basal pds-colheita do coco, ampliando o conhecimento sobre a diversidade de espécies do
género Lasiodiplodia com potencial patogénico em coqueiros. Nessa cultura, espécies desse
género podem ocasionar queima das folhas, considerada uma das doencas foliares mais

prejudiciais a planta (Coelho, 2018).

Por outro lado, espécies de insetos-praga também podem causar sérios danos a cultura
do coqueiro, destacando-se a broca-do-olho-do-coqueiro (Rhynchophorus palmarum). Essa
coleobroca provoca danos diretos e indiretos a planta. Os danos diretos ocorrem devido as
injurias causada pelas larvas no tecido do estipe, com a abertura de galerias que comprometem
0 desenvolvimento da planta. Quando o ataque atinge o meristema apical, pode haver

deformacdes severas ou até mesmo a morte da planta (Bondar, 1940).

Outra importante coleobroca, frequentemente associada a palméaceas € Metamasius

hemipterus considerada uma praga oportunista, que se instala em plantas com ferimentos
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prévios. Os danos mais significativos sdo causados pelas larvas durante a alimentacdo. As
plantas atacadas por esse besouro apresentam sintomas como exsudacao de resina nas aberturas
das galerias, localizadas no peciolo, na regido da coroa, no estipe e nas raizes (Zorzenon et al.,
2000). Ambas as espécies sdo pragas importantes em diversas palméceas, incluindo coqueiro,
dendezeiro e 0 agaizeiro, causando sérios prejuizos econémicos (Pinho et al., 2016; Zorzenon
et al., 2000).

A interacdo entre fungos fitopatogénicos e coledpteros € um tema relevante, visto que a
epidemiologia de doencas pode ser alterada pela agdo dos besouros, que induzem ferimentos e
facilitam a entrada dos patdgenos, além de atuarem como vetores de indculo (Syazwan et al.,
2024). Em alguns patossistemas que envolvem essa interacdo, tem-se observado que as injarias
causadas por besouros aumentam a incidéncia de doencas. Por exemplo, em arvores de
graviola, ferimentos causados por insetos xil6fagos favorecem a penetracdo de patdgenos
(Herndndez-Fuentes et al., 2018).

Devido a ampla diversidade de espécies de Lasiodiplodia e a sua preferéncia por
variados hospedeiros, a identificagdo baseada apenas em caracteres morfoldgicos é limitada.
Assim, o0 uso de ferramentas moleculares é essencial para a correta identificacdo dos patégenos
(Bautista-Cruz et al., 2019). Estudos recentes, por meio de analises filogenéticas, tém descrito
novas espécies de Lasiodiplodia (de Silva et al., 2019). Apesar de Lasiodiplodia ser um fungo
cosmopolita, com ampla distribuicdo geografica, ainda sdo escassos o0s estudos sobre este
patossistemas, e ndo ha registros na literatura da associacdo desse género com insetos. Sendo
assim, este estudo tem como objetivo isolar, caracterizar e confirmar se os isolados de
Lasiodiplodia obtidos de R. palmarum e M. hemipterus possuem capacidade de induzir

podriddo em frutos de coqueiro.

2. Material e Métodos

Coleta de insetos e isolamento flngicos

As coletas foram realizadas nas cidades de Buriti (MA) 3°48'22.3"S 42°56'55.8"W,
Balsas (MA) 7°31'40.0"S 46°02'58.7"W, Tailandia (PA) 2°56'50"S 48°57'11"W e Teresina
(PI) CCA 5°02'51.2"S 42°47'01.8"W em ambiente de babacuais, coqueiros e dendezeiros
(Figura 1). Foram utilizadas armadilhas tipo balde com rincoforol (feromdnio de agregacéo) e
colmos de cana-de-agUcar. As armadilhas ficavam em torno de quatro dias em campo.

Observaram-se também a presenca e auséncia da doenca nas areas de coleta.
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Os besouros foram transportados e acondicionados por 24 horas no Laboratério de
Entomologia da Universidade Federal do Piaui. Em seguida, o procedimento de desinfestacao
foi realizado, imergindo os besouros em solucéo de hipoclorito a 5% e agua deionizada durante
5 minutos. Em seguida, os besouros foram transferidos para outro recipiente contendo apenas
agua deionizada esterilizada, na qual permaneciam imersos durante 10 minutos. Apds esse
procedimento, os besouros foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (Batata
Dextrose Agar) no meio adicionou-se antibi6tico para evitar contaminagées por bactérias.

Apos trés dias, havia crescimento micelial dos isolados sob a placa, e fragmentos
fangicos foram transferidos para novas placas de Petri com meio BDA para realizar a
morfologia de formato e disposicao dos esporos, formacdo de cadeias, coloracdo e aspecto da
cultura. Os isolados obtidos estdo depositados na colecdo de fungos no Programa de
Melhoramento Genético da Cana de Agucar — PMGCA na Universidade Federal do Piaui em
Teresina.
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Caracterizacdo Morfologica

Os isolados foram caracterizados quanto a morfologia da col6nia, incluindo aspectos
como micélio, coloracgdo e producgdo de picnidios. Discos de 5,0 mm do meio de cultura BDA
contendo estruturas do fungo, foram retirados da periferia das col6nias apds sete dias de
crescimento. Esses discos foram transferidos para placas de Petri de 90 mm contendo meio de
cultura BDA e incubados em camara B.O.D a 25 + 1°C. Para avaliar as caracteristicas de
conidios e picnidios, os isolados foram cultivados em meio de cultura Aveia-4gar, com
fragmentos de aciculas de Pinus sobre a superficie do meio. As placas com os isolados foram
incubadas por quatro semanas a 25 °C, com um fotoperiodo de 12 horas para induzir o

desenvolvimento de picnidios (Netto et al., 2014).

Inoculac@o em frutos de coqueiro com isolados de Lasiodiplodia

Utilizaram-se trés isolados de Lasiodiplodia obtidos de insetos vetores de ambiente
nativo e cultivado: RD 59, CM 04 e CM 06 (tabela 1). O experimento foi montado com 4
repeticOes e duas testemunhas de controle (auséncia do fungo) para cada isolado, durante 15
dias, os isolados foram ativados no meio de cultura em BDA. Esperaram-se sete dias para o
crescimento total na placa para realizar a inoculacdo em frutos de coqueiro.

Primeiramente, os frutos de coqueiro foram desinfetados com hipoclorito a 5% por trés
minutos. Em seguida, foram realizados furos na superficie do coco e discos de micélio foram
transferidos para os mesmos. Colocou-se algoddo umedecido e cobriu-se com papel filme para
garantir a umidade. Foram colocados em sacolas para fazer uma camara Umida, com
temperatura de 28° C no periodo de 15 dias (figura 2). Para confirmar a identidade dos isolados
inoculados, realizou-se o isolamento direto no fruto de coqueiro. Um fragmento de micélio foi
transferido para uma placa contendo BDA e, ap6s sete dias, comprovou-se a identidade do

patdgeno.
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N e Nl
Figura 2. Etapas da inoculacdo de isolados de Lasiodiplodia sp. em frutos de coqueiro. Sequéncia do
procedimento: (A) Perfuracdo do fruto com perfurador de coco; (B) Inser¢do de discos de micélio; (C) Cobertura
com algodéo umedecido; (D) Aplicacdo de agua destilada; (E) Vedacdo com papel filme; (F) Acondicionamento
em sacolas para formagdo da cdmara.

3. Resultados

De acordo com a avaliagdo dos marcadores identificou 10 isolados de Lasiodiplodia sp.
obtidos dos besouros R. palmarum e M. hemipterus coletados em areas nativas com a presenca
de palmeiras selvagem (babacu e buriti) e em areas cultivadas (coqueiro e dendezeiro) (tabela
1). Em campo, foram observadas plantas de dendezeiro com sintomas de podriddo de peciolo
(Figura 3, D), e nessas areas também foi registrada a presenca dos besouros Rhynchophorus

palmarum e Metamasius hemipterus nos locais de coleta.
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Tabela - 1. Isolados obtidos de Lasiodiplodia sp. de besouros em ambiente nativo e cultivado, no periodo de julho/2023 a novembro/2024.

Caodigo
CM 04
CM 06
RD 59
MP350
MP351
MP352
MP353
MP354
MP355
MP356

Isolado

Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.
Lasiodiplodia sp.

Ambiente
Cultivo de coqueiro
Area nativa
Area nativa
Cultivo dendezeiro
Cultivo dendezeiro
Cultivo dendezeiro
Cultivo dendezeiro
Cultivo dendezeiro
Cultivo dendezeiro

Cultivo dendezeiro

T XX X XX X VW VW VW = T

Vetor

. palmarum

hemipterus

. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum
. palmarum

. palmarum

Cidade
Balsas- MA
Buriti - MA
Teresina - PI
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
Tailandia-PA
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Todos os isolados apresentaram culturas inicialmente brancas e aspecto cotonoso. Com
o envelhecimento da cultura, os isolados apresentaram culturas de coloracdo cinza a escura
(figura 4). Todos os isolados produziram picnidios sobre aciculas de Pinus, com a exsudagdo
de conidios 20 dias ap6s a incubacdo. Os conidios imaturos apresentaram as seguintes
caracteristicas: hialinos, unicelulares e com dupla parede, enquanto os conidios maduros
apresentaram coloracdo marrom-negros, bicelulares e presenca de estrias na parede dos esporos
(figura 3, F, G).
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e
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Figura—3. Lasiodiplodia sp. associado a besouros. A- Crescimento do fungo ap6s 3 dias em BDA; B- Placa com
8 dias em BDA,; C- Formac&o de picnidio sob o fruto; D- Planta de dendezeiro com sintomas de quebra do peciolo;
E- Conidios hialinos e escuros; F- Exsudacdo sob aciculas de Pinus em meio Aveia-Agar; G- Formagio de
picnidio; H- Rhynchophorus palmarum e |- Metamasius hemipterus.

Os frutos inoculados apresentaram manchas de coloragdo marrom na parte externa do
fruto, e na regido interna possuia manchas escuras. Todos os frutos inoculados manifestaram
sintomas de podridao (figura 5). Além disso, foi possivel observar a formagéo de picnidio sobre
a casca dos frutos inoculados. Em estudos futuros, sera avaliado os niveis de agressividades de

todos os isolados obtidos nesta pesquisa.
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Figura — 4. Caracterizacdo cultural de Lasiodiplodia. Coloracdo e aspecto cultura de isolados de Lasiodiplodia
spp. em meio BDA. Na sequéncia os isolados: A- MP 354; B- MP 355; C- MP 352; D- MP 353; E- MP 350; F-
MP 351; G- RD 59; H- 356; I- CM 04; J - CM 06.
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Figura — 5. Resultados de inoculagdo: Sintomas de podriddo em frutos de coqueiro inoculados com isolados de
Lasiodiplodia sp. apds 15 dias. Cddigo dos isolados: A- CM 04; B-CM 06, C-RD 59; D- Testemunha negativa
(auséncia do fungo).

4. Discussao

Com base nas caracteristicas morfolégicas, como a formacdo de esporos hialinos
unicelulares, esporos marrom-binucleados e picnidios, os isolados foram identificados como
pertencentes ao género Lasiodiplodia. No entanto, a identificacdo de espécies deste género com
base apenas em descritores morfoldgicos apresenta limitacdes, uma vez que diferentes espécies
compartilham caracteristicas semelhantes (Zang et al., 2021; Phillips et al., 2018).

No Nordeste brasileiro, uma colecdo de 60 isolados associados a queima das folhas e a
podridao de frutos revelou a presenca de trés espécies de Lasiodiplodia, sendo L. theobromae
a mais prevalente (Rosado et al., 2016; Coelho et al., 2018). Embora aproximadamente 42
espécies de Lasiodiplodia estejam formalmente descritas, a ampliacéo e esclarecimento desse
namero s6 foram possiveis com o uso de ferramentas de biologia molecular. Atualmente,
recomenda-se a utilizacdo combinada dos genes ITS, RPB2, TEF-1a e TUB2 para delimitagdo
de espécies (Zang et al., 2021).

O género Lasiodiplodia é amplamente distribuido em regides tropicais, causando
diversas fitopatologias como podriddo de frutos, seca dos ponteiros e cancro. Além disso,
espécimes podem ser isolados como enddéfitos de diferentes hospedeiros (Netto et al., 2014;
Rosado et al., 2016). Dentre os hospedeiros, destacam-se as palmeiras da familia Arecaceae,

com registros de espécies de Lasiodiplodia associadas a podridéo de frutos de coqueiro (Rosado
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et al., 2016). L. theobromae é um agente etioldgico relevante, com alta capacidade de causar
doencas em diversas fruteiras, sendo comum a observacéo de sintomas como seca dos ponteiros
e podrid&o de frutos.

Este estudo sugere que os besouros Rhynchophorus palmarum e Metamasius
hemipterus atuam como vetores de esporos de Lasiodiplodia, transferindo-os de plantas nativas
para cultivos de coqueiro e dendezeiro. Ambos 0s insetos sdo pragas que completam seus ciclos
bioldgicos nessas plantas e tém capacidade de voo de longa distancia. Durante a alimentacéo,
podem provocar ferimentos nos tecidos vegetais, favorecendo a infec¢do por Lasiodiplodia.
Além disso, é frequente a observagdo de frutos de babagu (Attalea speciosa) com sintomas de
podriddo em ambientes nativos, e a presenca de micélio e esporos reforca a hipdtese de que
esses besouros adquirem o fungo ao visitarem essas plantas (Comunicacéo Pessoal).

Embora ndo existam registros de interacdo entre fungos da familia Botryosphaeriaceae
e besouros, h& evidéncias de associaces com fungos da familia Ceratocystidaceae,
especialmente os géneros Thielaviopsis e Ceratocystis (Heath et al., 2009; Mbenoun et al.,
2015). Nesta pesquisa, ndo foi possivel realizar cortes histoldgicos para investigar a presenca
de micangios (estruturas de armazenamento de esporos), mas acredita-se que 0S esporos
estejam aderidos a superficie externa dos insetos, pois, obteve isolados dos plaqueamentos dos
besouros facilmente.

A ocorréncia de isolados de Lasiodiplodia em duas espécies de besouros, coletadas em
trés regibes distintas e em diferentes condicdes (nativas e cultivadas), sugere que esses insetos
podem atuar como vetores e ampliar o potencial de infeccdo e dissemina¢do do patdgeno. Isso
é especialmente relevante, dado que suas larvas perfuram tecidos meristematicos de palmeiras,
favorecendo a colonizacao do fungo. Em patossistemas relacionados a seca dos ponteiros, como
em graviola, analisou-se a presenca de lesbes causadas por insetos xilofagos, cuja preferéncia
por plantas debilitadas pode favorecer a infeccdo flngica (Hernadndez-Fuentes et al., 2018).

Apesar de preliminar e com identificacdo apenas ao nivel de género, esta pesquisa é
relevante por evidenciar que Lasiodiplodia esta associado a diversos substratos. Curiosamente,
em ambas as regides de coleta foram observadas plantas de dendezeiro, coqueiro e babacu com
sintomas e sinais do fungo, indicando que os besouros podem adquirir esporos ao visitarem
essas plantas doentes. Ambos os insetos completam seus ciclos em palmeiras cultivadas e ndo
cultivadas.

Estudos futuros, devem incluir analises filogenéticas multilocus e testes de inoculacéo
com isolados de Lasiodiplodia oriundos de besouros, bem como de palmeiras nativas e

cultivadas, a fim de investigar a diversidade do género e sua dinamica na interacdo planta-
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inseto. Além disso, os testes de inoculacdo permitirdo avaliar a agressividade dos isolados.
Essas informacgdes sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
monitoramento e controle de doengas em culturas de alta relevancia econdmica, como o

coqueiro e o dendezeiro.

5. Conclusoes

Esta pesquisa registra, pela primeira vez, a associa¢do de Lasiodiplodia spp. em R.
palmarum e M. hemipterus.

Isolados de Lasiodiplodia obtidos de R. palmarum e M. hemipterus induzem sintomas
de podridao em frutos de coqueiro.

Este é o primeiro estudo que investiga a associacdo de Lasiodiplodia nos besouros R.

palmarum e M. hemipterus.
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