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O objetivo do presente trabalho foi discutir a kewvigade do fungd hielaviopsis paradoxaagente causal

| da resinose do estirpe do coqueiro, em seu vetmesourdRhynchophorus palamarurfioi realizado um
estudo microbiol6gico da superficie e do tubo digeslos insetos adultos que foram coletados ems dua
regides do Estado de Sergipe: uma com plantac@eseamando sintomas da resinose e outra sem focos
da doenca. Os insetos foram divididos em dois Ideed0 insetos (20 machos e 20 fémeas) para cada
regido. Os besouros foram esfregados um a um era giapetri contendo meio BDA, um besouro por
placa, desinfectados externamente com hipoclofttiose o tubo digestivo de cada um dos insetos
esfregados foi retirado e dividido em suas trégeparrincipais: estomodeu, meséntero e proctodsasE
partes foram inseridas em meio de cultura BDA etitas em BOD a 25 ° C por 5 dias. Foi verificada a
patogenicidade dos isolados @e paradoxaem coqueiros utilizando trés métodos de inocula¢i®o.
isolamentos realizados a partir da parte extemma telbo digestivo dos insetos do municipio de Néspo
resultaram em 96,3% e 77,5% de crescimento micdidl paradoxarespectivamente e foi comprovada
a patogenicidade dos isolados em plantas de coqugitou comprovado a perda de longevidade do
patégeno dentro do vetor apés 7 dias, na auséeaiavh fonte de infeccao.
Palavras-chavesongevidadeyetor, resinose, coco

The purpose of this study was to discuss the lahge¥ the fungusThielaviopsis paradoxacausal agent

of resinose strain the coconut in its vector, tleetle Rhynchophorus palamarunwWe carried out a
microbiological study of surface and gut of aduokects that were collected in two regions of tregeSof
Sergipe: a plantation resinose presenting symptmdsone without disease outbreaks. The insects were
divided into two batches of 40 insects (20 males 2B females) for each region. Beetles were scuibbe
one by one in a petri dish containing PDA mediume beetle per plate and disinfected externally with
sodium hypochlorite and digestive tract of eacledhsvas removed and scrubbed divided into its three
main parts: estomodeu, midgut and proctodeus. Tsleares were placed in PDA culture medium and
incubated at 25 ° C for 5 days. It was verified gahogenicity of isolates df. paradoxain coconut
using three methods of inoculation. Isolations mfrdm the outside and in the gut of insects in g

of Neopolis resulted in 96.3% and 77.5% myceliabvgh of T. paradoxa respectively, and was
confirmed the pathogenicity of the isolates in aadoplants. It was proven the loss of longevitytiod

pathogen within the vector after 7 days in the absef a new source of infection.
Keywords: longevity, vector, resinose, coconut

1. INTRODUCAO

Nas condicbes do nordeste brasileiro a culturactueiro pode ser infectada por diversos
patdgenos causadores de varias doencas. Dentsg a&staorréncia da resinose do estipe do
coqueiro ou “stem bleeding”, causada pelo fuiipeelaviopsis paradoxgDe Seynes) Hohn
tem-se tornado motivo de extrema preocupacao d@ntr@utores, instituicdes de pesquisa,
orgdos de assisténcia técnica e de defesa sanithevédo a sua rdpida disseminacdo e
consequente queda de produgdo. As palmeiras, denodo geral, sdo suscetiveisTa
paradoxae sujeitas a grandes perdas. Dentre os princgiaiemas da doenca, destaca-se o
aparecimento de um liquido marrom-avermelhado gueree através de rachaduras no tronco,

043101-1



R. R. Costa e Carvalho et al., Scientia Plena 7,1043 2011) 2

que ao secar pode adquirir uma coloragdo avermelaenegrecida; reducdo na frequéncia de
emissao de folhas e no tamanho das mais novagnaimo do tronco na regido préximo a
copa, sintoma este observado com a evolucao daaofehhas amarelo-pardacentas frageis e
sujeitas a quebra [1].

T. paradoxaé a fase imperfeita ou assexual do patégeno, sesdonsavel pela producéo de
dois tipos de esporos, os endoconideos e os claptdis. Em sua fase sexual ou perfeita é
denominadoCeratocystis paradox&Dade) C. Moreau, (1952) (Ascomycetes, Microascales
familia Ophiostomatacea), fase esta raramente #adanna natureza e até o momento ndo
verificado nas condi¢cfes nacionais.

O besouroRhynchophorus palmaruminnaeus (1758), agente causal da broca-do-olho do
coqueiro, também é o principal vetor do nemat&desaphelenchus cocophil(@obb) Baujard
[2], organismo este, causador do anel vermelhoadeairo e possivel vetor da resinose do
coqueiro. OR. palmarunmguando no estadio adulto apresentam coloracaa ppetca, tamanho
variado podendo medir de 40 a 60 cm de comprimeostr,o recurvado; élitros com oito sulcos
longitudinais e de aspecto aveludado n&o cobrimdainente a extremidade do abdémen;
dimorfismo sexual, onde somente os machos aprese@bps no dorso do rostro. Podem viver
até 60 dias e, durante esse periodo a fémea ptmaicaté 700 ovos [3]. De uma maneira geral
o R. palmarumlocaliza sua planta hospedeira a longas distartiasés do olfato, devido a
liberacdo pela planta de volateis quimicos [3]o Issorre quando a planta apresenta ferimento
ou outro tipo de stress. Uma vez localizada a platdgsce para a base axilar da palmeira e ao
encontrar as partes mais tenras do meristema, gargbmenta quanto oviposita.

O objetivo do presente trabalho foi de investigdoragevidade dd. paradoxaagente da
resinosalo coqueiro, em seu vetor, o coledptRrgalmarum.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Area Estudada e Coleta dR. palmarum

A coleta dos coleopteros foi realizada em duasbesgdo estado de Sergipe: Fazenda H-
Dantas, no Municipio de Neopolis, onde continheedius focos da resinose e no Povoado
Nova Descoberta no Municipio de Itaporanga D’Ajodde nado havia focos da doenca. Foram
coletados em cada regido 80 insetos adultdR. gmlmarum(40 machos e 40 fémeas), atravées
de armadilhas do tipo balde [4], que s&o armaditiedendo iscas atrativas, como toletes de
cana-de-acucar.

2.2. Transporte e Condicionamento

Os insetos foram transportados para o laborat@i&itbpatologia da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju-SE, em camaras térmicas, onadenfdivididos em dois lotes de 40 insetos
(20 machos e 20 fémeas) para cada regido. O parwte foi dessecado e avaliado assim que
chegou ao laboratério, enquanto o segundo lotavaliado 7 dias apos a coleta para que se
pudesse avaliar a longevidade do fungo dentro dsstds. Os besouros foram mantidos a
temperatura de 25°C, em jejum por 24 horas antgraltesso de dessecacdo. Os insetos que
foram dessecados 7 dias ap0s a coleta foram alohesitcom cana autoclavada e também
foram mantidos sob jejum por 24h antes do proceéssiessecacao.

2.3. Avaliacdo da longevidade d&. paradoxa emR. palmarum

Na verificacdo da presenca do fungo na parte extgorR. palamarumos besouros foram
esfregados um a um em placa de petri contendo Bigf (batata-dextrose-agar), no nimero
de um besouro por placa.

Posteriormente, na avaliacdo da presenca.demradoxano tubo digestivo do besouyros
insetos foram desinfectados externamente atravissaitado dos mesmos por cinco minutos em
uma solucao de hipoclorito de sddio (NaClO), sadptse da dessecacdo dos mesmos com O
auxilio de uma lupa binocular com um aumento etfire 40X. Cada inseto foi introduzido em
um recipiente com 4gua destilada esterelizadagievaxar os élitros e as asas membranosas e
posteriormente foram realizados cortes dorsolateraitérax e abdémen, e um corte da regido
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cefalica, separando a cabeca [5]. O tubo digestivoemovido e posteriormente dividido em
suas trés partes principais: estomodeu, mesénteroctodeu [4, 5]. Cada uma das trés partes
do tubo digestivo foi seccionada em trés outratepajue foram inseridas em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar) e mantidas em BOD a €5 A avaliacdo foi realizada ap6s um
periodo de 5 dias. As amostras foram observadasieraoscopio Optico, onde as estruturas do
fungo foram caracterizadas, chegando-se a suaifidecdio taxonbmica. A presenca de
estruturas do fungo em qualquer uma das partegudubo digestivo caracterizava o inseto
como infectado. Lembrando-se que toda esta metgidaliescrita foi realizada com metade dos
insetos assim que chegaram ao laboratério e comtra onetade aos 7 dias, para que a
longevidade do fungo no inseto pudesse ser obsservad

Para verificar a patogenicidade dos isolados, fosafecionadas colonias de paradoxa
com 7 dias de idade obtidos do tubo digestivo destos para inoculac@m plantas de coco
com um ano de idade mantidos em sacos de polietitegro em casa de vegetacdo. Foram
utilizados trés métodos de inoculacdo: 1) Inocuagd um disco de cultivo artificial de.
paradoxa- Através de um extrator de casca especial foradi um cilindrodo estirpe do
coqueiro, onde foi inserido o disco de micélio figng?2) Injecdo de 10 ml de uma suspenséao de
100 esporos/ml d&. paradoxa - O estirpe do coqueiro foi cortado transversabeeara
posterior injecdo da seringa contendo a susperns&spgbros e 3) Inoculagao artificial @de
paradoxapor R. palmarum- Foi realizado um furo no estirpe do coqueiroeofud introduzido
um besouro previamente infectado pelo patégenoesduro foi mantido no estirpe por 24
horas. Cinco plantas foram inoculadas por cadaaesr8dnétodos descritos e pelos isolados das
duas localidades (Neopolis e Itaporanga).

O controle foi constituido de 15 plantas, send® Bplantas foram inoculadas por discos de
meio BDA sem o fungo, 5 foram injetadas com 10 mlagua destilada esterilizada e mais 5
foram somente furadas no estirpe sem a introdugébedouro. Em todos os métodos de
inoculacédo, a regido inoculada foi recoberta poa fita adesiva a fim de oferecer condi¢bes de
camara umida e posteriormente foi realizado um nsetmmento das plantas inoculadas que
apresentaram os sintomas da resinose.

Os dados relativos ao numero de individuos infestadnao infectados com paradoxaaos
0 e 7 dias; o numero de individuos infectados adceglo tubo digestivo e numero de
individuos infectados com relacdo ao sexo nas kgiSes foram submetidos ao teste de qui-
quadradoy) a 5% de probabilidade utilizando os procedimegstatisticos do software SAS —
Statistical Analysis System [7].

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolamentos realizados a partir da parte extdosainsetos evidenciaram 96,3% de
crescimento micelial dd. paradoxa Resultado semelhante foi obtido na avaliacdo das
diferentes partes do tubo digestivo do inseto, €@r6% de infeccdo. As colbnias apresentaram
crescimento radial uniforme, inicialmente hialirtornando-se totalmente cinza aos 4 dias.
Microscopicamente, o fungo apresentou conidiofdriatinos a marrom palido de até 2pth
de comprimento. Os conidios hialinos a marrom palidram produzidos endogenamente em
cadeias, de forma cilindrica a elipsoidal (7-14%& mm). Os clamidésporos lisos e de parede
dupla, localizados nas cadeias de terminais apeasan coloracdo que variava de marrom-
pélido a marrom escuro (25/09 x 15/06 mm). Esseactares permitiram identificar o fungo
comoT. paradoxaanamorfo do fungo Ceratocystis paradoxa (Dadeaemo[1, 8, 9].

N&o houve diferenca significativa entre os sexas @@ 7 dias ap0s coleta em relacdo a
presenca do fungo na superficie do corpo (Tabel&rtyetanto, os machos apresentaram um
maior registro dd. paradoxano tubo digestivo dos insetos (80%) em relac&érasas (75%),
havendo diferenca significativa tanto aos 0 quan®7 dias (Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de individuos de Rhynchophorungraim (machos e fémeas) no municipio de
Nebpolis com a presenca de Thielaviopsis paradai@rgamente e internamente ao seu corpo aos 0 e 7
dias apo6s sua coleta.

Sexo Total Parametros*
Fémea Macho y P
Externamente
0 dias
Infectados 20 19 39
N&o infectados 0 1 1 1,026 0,014
Total 20 20 40
7 dias
Infectados 18 20 38
N&o infectados 2 0 2 2,105 0,057
Total 20 20 40
Internamente
0 dias
Infectados 16 20 36
Nao infectados 4 0 4 4,444 0,008
Total 20 20 40
7 dias
Infectados 16 10 26
Nao infectados 4 10 14 3,956 0,001
Total 20 20 40

*2=0,05 G.L=1

O trato digestivo dos insetos é constituido de wibo e células epiteliais que se estende da
boca até o anus no qual é dividido em trés regidasipais baseado na sua origem embrionaria
e na sua funcédo fisiolégica em estomodeu (regideriar), meséntero (regido média) e
proctodeu (regido posterior) [10, 11]. Na avaliadaoinfectividade no tubo digestivo, 77,5%
dos besouros apresentaram-se infectados, sends¥681@ estomodeu, 60% no meséntero e
70% no proctodeu. Pode-se observar que ndo hoteremtja significativa entre o nimero de
individuos infectados e nao infectados em relaggmaétes do tubo digestivo (Tabela 2).

Estudos anteriores demonstraram uma menor frequéegi. paradoxa no meséntero de.
palmarum [4]. Este resultado pode ser explicado pela #igdib do acumulo de esporosTe
paradoxanesta regido devido a acéo de enzimas [5, 11pbactérias associadas a mesma [5].

Tabela 2. Numero de individuos de Rhynchophorusgaim do municipio de Neopolis com a presenga
de Thielaviopsis paradoxa nas diferentes partesaletubo digestivo aos 0 e 7 dias apds sua coleta.

Parte do tudo digestivo Parametros*
Estomodeu Meséntero Proctodeu  Total y° P
0 dias
Infectados 30 31 33 94
N&o Infectados 10 9 7 26 0,687 0,008
Total 40 40 40 120
7 dias
Infectados 25 17 23 65
N&o infectados 15 23 17 55 3,491 0,019
Total 40 40 40 120

*o=0,05;G.L.=2

Houve diferenca significativa entre os insetosdi#ino municipio de Neopolis quanto ao
namero de besouros infectados cdmparadoxano tubo digestivo em relacdo ao dia de
avaliacdo, com 90% de infectividade aos 0 dia$8% de infectividade aos 7 dias (Tabela 3),
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evidenciando uma perda na longevidade do fungora@etat tubo digestivo do inseto apés 7
dias. Os fungos, diferentemente de alguns fitovitée tém a capacidade de alcancar a
hemolinfa do inseto e assim percorrer o corpo dsmmeemultiplicando-se. Dessa forma, o
coledpteroR. palmarum adquire o fungdl. paradoxadurante a alimentacdo, passando por
todo canal digestivo e no processo de excrecadnalim pelas fezes, o que explica a perda
gradual de longevidade do fungo dentro do tubostiige do inseto apds 7 dias na auséncia de
nova fonte de infeccéo.

Tabela 3. Numero total de individuos de Rhynchamhpalmarum no municipio de Nedpolis com a
presenca de Thielaviopsis paradoxa tanto externaéengmanto em seu tubo digestivo com 0 e 7 dias apés
a coleta (longevidade).

Avaliagdo Total Parametros*
0 dias 7 dias % P
Externamente
Infectados 39 38 77
Nao infectados 1 2 3 0,5263 0,022
Total 40 40 80
Internamente
Infectados 36 26 62
Nao infectados 4 14 18 10,9890 < 0,001
Total 40 40 80

*a=0,05,G.L=1

Na verificagdo da patogenicidade foram utilizadesnalividuos ou insetos do municipio de
Nedpolis. Todas as plantas morreram apos 40 diasaliazacdo das inoculacfes. Isolamentos
realizados a partir do tecido doente das plantasreaticas confirmaram a patogenicidade por
T. paradoxa Inicialmente as plantas inoculadas apresentaramar@amento das folhas novas,
levando ao aparecimento de resina no estipe e rjgsetente a morte das plantas. As
testemunhas n&o apresentaram quaisquer sintonuEoer do experimento (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da prova de patogenicidade adamde coqueiro de 1 ano de idade, a partir de
isolados de T. paradoxa obtidos de besouros orismmttomunicipio de Neopolis.

Método de inoculacdo °n Plantas mortds
Disco de agar 5 5
Injecdo de suspenséao 5 5
Inoculacéo vetor 5 5
Testemunha agar 5 0
Testemunha inje¢éo 5 0
Testemunha vetor 5 0

*Total de plantas mortas em cada métdtiaimero de plantas mortas apds 40 dias

O fato de encontrar o fungo no trato digestivo ugefo, apds a desinfeccdo externa do
exoesqueleto, indica uma relacdo de associacde entbos organismos [5]. Como R
palmarumcompleta todo seu ciclo de vida dentro do hosped&R] e apresenta uma rapida
dispersdo por ambos os sexos [13] é provavel duenamissdo do fungo seja realizada tanto
pelos esporos do fungo que séo carregados extantea® seu corpo, quanto pela alimentagcéo
do inseto em plantas doentes e, em seguida emaplaatlias, liberando dessa forma suas
excretas nos tecidos internos da planta [5].

N&o foi encontradd. paradoxatanto externamente quanto no tubo digestivo dessures
isolados do Povoado Nova Descoberta no Municipidtajgoranga D’Ajuda onde ndo havia
focos da doenca (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero total de individuos de Rhynchapghpalmarum nos municipios de Nedpolis e de
Itaporanga D’Ajuda com a presenca de Thielaviopsisadoxa tanto externamente quanto em seu tubo

digestivo.
Municipios
Nedpolis Itaporanga D’Ajuda Total
Externamente
Infectados 77 0 77
Nao infectados 3 80 83
Total 80 80 160
Internamente
Infectados 62 0 62
Nao infectados 18 80 58
Total 80 80 120

4. CONCLUSAO

Este estudo demonstra a perda gradual da longevidadungoThielaviopsis paradoxa

agente causal da resinose do coqueiro, em seu eeb@sourdRhynchophorus palmaruma
auséncia de nova fonte de infeccéo.
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