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RESUMO GERAL
A palma forrageira (Nopalea cochenillifera e Opuntia ficus-indica) é uma cultura de grande
relevancia para producao animal em muitos paises. No Brasil, a regido Nordeste é a maior
produtora, devido as condi¢cfes climaticas que confere excelente adaptabilidade a cultura.
Apesar do potencial produtivo da palma forrageira, doengas como a mancha marrom podem
comprometer sua produtividade e acarretar grandes prejuizos aos produtores. A mancha
marrom é a doenca mais importante da palma miuda no Nordeste brasileiro e muitos agentes
etiologicos de origem fungicos ja foram relatados causando essa doenca e dentre estes,
Neopestalotiopsis spp. Assim, objetivou-se com este estudo identificar e caracterizar espécies
de Neopestalotiopsis que causam mancha marrom da palma miuda nos estados de Alagoas e
Pernambuco. Cladddios apresentando sintomas de manchas marrom em sua superficie, foram
coletados em municipios do estado de Alagoas e Pernambuco. No laboratério, realizou-se
isolamento, obtencdo de culturas monosporicas e teste de patogenicidade. Posteriormente, 0s
isolados identificados previamente como pertencentes ao género Neopestalotiopsis foram
identificados com base em analises moleculares de regides gendmicas especificas (ITS, EF1-a,
TUB2) para o género Neospestalotiopsis. A caracterizacdo morfoldgica foi realizada baseando-
se nas estruturas reprodutivas. Trés isolados patogénicos foram obtidos. Com base nas anélises
filogenéticas e morfoldgicas o presente estudo identificou duas espécies de Neopestalotiopsis:

N. surinamensis e N. saprophyta associadas a mancha marrom da palma miuda.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera; Doencas da palma; Complexo Pestalotioid



ABSTRACT
Forage palm (Nopalea cochenillifera and Opuntia ficus-indica) is a crop of great relevance for
animal production in many countries. In Brazil, the Northeast region is the largest producer,
due to the climatic conditions that confer excellent adaptability to the crop. Despite the
productive potential of forage palm, diseases such as brown spot can compromise its
productivity and cause great damage to producers. Brown spot is the most important disease of
the small palm in northeastern Brazil and many etiological agents of fungal origin have been
reported causing this disease and among these, Neopestalotiopsis spp. Thus, the objective of
this study was to identify and characterize neopestalotiopsis species that cause brown spot of
the small palm in the states of Alagoas and Pernambuco. Clades presenting symptoms of brown
spots on their surface were collected in municipalities in the state of Alagoas and Pernambuco.
In the laboratory, isolation, monosporic cultures and pathogenicity test were performed.
Subsequently, the isolates previously identified as belonging to the genus Neopestalotiopsis
were identified based on molecular analyses of specific genomic regions (ITS, EF1-a, TUB2)
for the genus Neospestalotiopsis. Morphological characterization was performed based on
reproductive structures. Three pathogenic isolates were obtained. Based on phylogenetic and
morphological analyses, the present study identified two species of Neopestalotiopsis: N.

surinamensis and N. saprophyta associated with brown spot of the small palm.

Keywords: Nopalea cochenillifera; Diseases of the palm; Pestalotioid Complex
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1- INTRODUCAO

A palma forrageira tem como centro de origem o México e atualmente encontra-se
amplamente distribuida nas regides aridas e semiaridas do globo terrestre (Queiroga et al.
2020). E o que facilitou sua adaptabilidade a essas regides foi seu metabolismo fisiologico
CAM, que lhe confere grande eficiéncia no aproveitamento de agua através dos estdmatos
(Cavalcante et al. 2014) e além disso, constitui importante fonte de nutrientes para ruminantes
de baixo custo para os produtores (Silva; Santos 2006).

No Brasil, a producdo estimada de palma forrageira gira em torno 3,5 milhdes de
toneladas (IBGE, 2017) produzidas em aproximadamente 600.000 ha (Lopes et al. 2012), quase
que exclusivamente na regido Nordeste (IBGE, 2017; Victor et al. 2017). O principal uso no
Brasil é como forrageira, com destaque para duas espécies, Opuntia ficus-indica (L.) Mill., com
as cultivares Gigante e Redonda, e Nopalea cochenillifera, com a cultivar Mitda (Ferreira et
al. 2012; Lopes et al. 2012). Entre as especies, N. cochenillifera tem sido mais utilizada nas
regides semiaridas do Nordeste por apresentar excelentes caracteristicas nutricionais,
digestibilidade e palatabilidade para os rebanhos de caprinos, suinos e bovinos, além de maior
producdo de matéria seca e elevada resisténcia a cochonilha-carmim (Dactylopius opuntiae
Cockerell) (Lopes et al. 2012).

Varios fatores podem comprometer o potencial produtivo da palma forrageira, apesar
da cultura apresentar fisiologia que permite 6timo desenvolvimento em condic¢Bes adversas
(Teles et al. 2002), dentre estes, estdo as doencas de origem fungica, como a mancha marrom
(Swart et al. 2002; Ammar et al. 2004; Souza et al. 2010; Flores-Flores et al. 2013; Conforto et
al. 2016; Feijo et al. 2016; Conforto et al. 2017; Oliveira et al. 2018; Conforto et al. 2019; Feijo
et al. 2019).

A mancha marrom é a principal doenca da palma forrageira midda no Nordeste
brasileiro e caracteriza-se pela ocorréncia de manchas inicialmente marrons e pretas nos
cladodios, de forma circular ou eliptica, que com o progresso da doenca pode se estender de
uma face para a outra dos cladddios, provocando perfuraces e posteriormente a queda do
tecido infectado. As manchas podem coalescer e resultar em grandes areas necroticas que levam
a queda dos cladodios (Souza et al. 2010; Lima et al. 2011; Barbosa et al. 2012; Conforto et al.
2016).

A etiologia da mancha marrom esta atribuida a um complexo de patdégenos de origem
fangica, dentre os quais, espécies pertencentes ao género Neopestalotiopsis (Dodge 1938;
Ammar et al. 2004; Souza et al. 2010; Flores-Flores et al. 2013; Conforto et al. 2016, 2017,
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2019; Feijo et al. 2019). Recentemente, trés espécies de Neopestalotiopsis (N. autralis, N.
protearum e Neopestalotiopsis sp.) foram relatadas entre os agentes causadores da mancha
marrom (Conforto et al. 2019), no entanto, outras espécies do género podem estar associadas a
doenca. Atualmente a identificacdo das espécies pertencentes ao género Neopestalotiopsis tem
sido realizada por meio de analises morfol6gicas combinada com filogenia multilocus, sendo a
regido espacadora interna transcrita (ITS) e os genes B-tubulina (B-tub) e fator de elongagéo da
traducdo 1-a (TEF1-a), as mais precisas (Hyde et al. 2014). Portanto, objetivo desse trabalho
foi identificar e caracterizar espécies de Neopestalotiopsis que causam mancha marrom da

palma miuda nos estados de Alagoas e Pernambuco.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Cultura da Palma forrageira

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera), pertence a Divisdo Embryophyta, Sub-
divisdo Angiospermea, Classe Dicotyledoneae, Sub-classe Archiclamideae, Ordem Opuntiales
e familia Cactaceae, que engloba aproximadamente 178 géneros e cerca de 2000 espécies
(SILVA e SANTOS, 2006), sendo os géneros Opuntia e Nopalea, os mais utilizados como
plantas forrageiras no mundo (PADILHA JUNIOR et al., 2016).

A cultura é originaria do México (SANGLARD, MELO, 2015) e foi introduzida no
Brasil pelos portugueses no século XIX, no estado de Pernambuco, como planta hospedeira da
Cochonilha do Carmim [Dactylopius coccus Costa (Homoptera, Dactylopiidae)], visando a
producéo do corante carmim, que na época apresentava grande valor comercial (ARAUJO et
al., 2005; NUNES, 2011). Porém, o cultivo e producdo nao apresentaram muito sucesso,
levando assim ao uso da palma como planta ornamental, na decoracdo de diferentes ambientes
(SANTOS et al., 2006).

Somente no século XX, mais especificamente no ano de 1932, a cultura despertou
interesse como planta forrageira, sendo introduzida e disseminada nas regides semiaridas do
nordeste brasileiro, através do primeiro programa governamental de difusdo da cultura da palma
forrageira, englobando todos os estados, desde o Piaui a Bahia (Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe) (LIMA et al., 2001).

As regides semiaridas representam em torno de 18% do territério mundial e sdo areas
caracterizadas por irregularidades e baixas precipitacdes, unidos a elevados periodos de seca
(SUDENE, 2017). Séo regides que também englobam pequenos agricultores, no ambito da
agricultura familiar. Devido a essas caracteristicas, a manutencdo da alimentacao dos rebanhos,
mais especificamente a producéo de forragens e graos sao comprometidas. Portanto, o uso de
recursos alimentares alternativos, ndo convencionais, disponiveis e adaptados a essas areas,
pode ser a melhor opg¢do para garantir a viabilidade dos rebanhos nessas regides suscetiveis a
seca e reduzir os custos na producdo (URBANO et al., 2016 ).

Com isso, a palma forrageira se tornou uma excelente opcdo de cultivo nessas regides
devido a sua fisiologia. A cultura apresenta como caracteristica principal, a adaptacdo
fisioldgica, conhecida como metabolismo fotossintético CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), isso faz com que a planta, fixe melhor CO2 durante a noite, quando as taxas de
evaporacdo sao mais lentas, a partir da abertura dos estbmatos, reduzindo a perda de agua para

0 ambiente durante a fotossintese. Além do metabolismo CAM, a palma apresenta em seu


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174017309233#bb0285
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sistema radicular uma rede de raizes finas proximas da camada superficial do solo, que
absorvem de maneira mais eficiente a agua de chuvas, mesmo leves e orvalhos, favorecendo
seu cultivo nessas regides (CAVALCANTE et al., 2014). (SANTOS et al., 2010). Para fins
forrageiro, existe a predominancia de trés espécies no Brasil, sendo eles: a palma Gigante, a
Redonda e principalmente a palma Miuda (SEAGRI, 2018).

Opuntia ficus-indica, cultivar gigante, também conhecida popularmente como Grauda,
apresenta porte médio, caule ereto, com poucas ramificacdes. Os cladodios sdo grandes, por
iISSO 0 nome gigante, seu peso varia de 1,0 a 2,0 kg com aproximadamente 40 a 50 cm de
comprimento. As flores sdo hermafroditas de coloracdo amarelada, o fruto € uma baga ovoide
com a coloragéo variando entre o amarelo e o roxo quando maduro. E uma cultivar que tem
como caracteristica a resisténcia a seca e elevada produtividade, por outro lado, o seu valor
nutricional € mais baixo em relagdo as outras cultivares, tornando assim a aceitabilidade aos
animais menor comparada as outras (SANTOS et al., 1997; FARIAS et a., 2005; SILVA,
SANTOS,2006).

A cultivar redonda (Opuntia sp.), conhecida como orelha de onca, é originaria da palma
gigante. E uma planta de porte médio, com o caule bastante ramificado lateralmente. Os
cladodios apresentam um formato ovoide e arredondado, pesando em média 1,8 a 2,0 kg e com
cerca de 4,0 cm de comprimento. E uma cultivar que apresenta elevada resisténcia a seca, alto
rendimento de produtividade e boa aceitagdo para os animais, em relagdo a cultivar gigante,
porém é uma cultivar que apresenta suscetibilidade a cochonilha-do-carmim, desfavorecendo
assim o plantio (SILVA; SANTOS, 2006; VASCONCELOS et al., 2007; LOPES et al., 2012).

A palma forrageira miuda, também chamada de doce (Nopalea cochenilifera), é uma
espécie arbustiva, que apresenta porte reduzido, caule bem ramificado, cladédios com forma
obviada, pesando cerca de 350 g e 25 cm de comprimento. Tem como caracteristicas flores de
cor vermelhas e frutos do tipo baga, com coloracdo variando do vermelho ao roxo. Quando
comparada com as cultivares gigante e redonda, a palma miGda mostra-se mais nutritiva e
palatavel para os animais, por outro lado, € menos resisténcia a longos periodos seca. (NEVES
etal., 2010; GUSHA et al., 2013). Apresenta uma maior exigéncia quanto a fertilidade do solo,
adubacdo, umidade e temperaturas mis amenas no periodo noturno. Com relagédo a producéo de
matéria seca € superior a palma gigante e redonda. O destaque da palma mitda em relacdo as
outras cultivares, é a resisténcia a cochonilha-do-carmim (SANTOS et al., 1990;
ALBUQUERQUE, 2000; SANTOS et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2009).

Existem atualmente no Brasil, dois bancos de germoplasma de palma. Um banco esta

localizado na Estacdo Experimental de Arcoverde - Pernambuco, na Empresa Pernambucana
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de Pesquisa Agropecuéria (IPA), com aproximadamente 1400 acessos, onde, cerca de 200
destes acessos foram oriundos do México, Africa do Sul, Argélia, EUA e Chile. O segundo é
em Alagoas, no municipio de Santana do Ipanema, administrado pela Secretaria de Agricultura
e pecuéria, possuindo cerca de 40 acessos, divididos entre os géneros Opuntia e Nopalea.
(SANTOS et al., 2006).

2.1.2- Importancia econdmica

O Brasil possui uma producdo média de 3.5 bilhdes de toneladas de palma forrageira,
produzidas em aproximadamente 126.000 propriedades, distribuidas nas regiGes semiaridas dos
estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Rio Grande do Norte, Ceara e Minas
Gerais (IBGE, 2017).

A palma forrageira apresenta niveis de produtividade de 6,5a 17,5 toneladas de matéria
seca (MS) / ha a cada dois anos apds o plantio, que podem variar para mais ou para menos de
acordo com a variedade, a densidade média de plantas e niveis de adubacdo (AMORIM et al.
2015; SOUZA et al., 2017 ). Atualmente, pode custar cerca de US $ 130,0 / ton MS para o
produtor, o que torna a utilizacdo da cultura, muito mais vantajosa, quando comparada a
outros tipos de culturas forrageiras, como por exemplo silagem de milho pode chegar a custar
US $ 270 /ton MS ( SIQUEIERA et al., 2017 )

Além de servir como planta forrageira, A Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU)
reconhece o valor econémico da Palma Forrageira (CANDIDO FILHO et al., 2014),
considerando a cultura como uma alternativa nutricional economicamente viavel (DANTAS et
al., 2017) podendo contribuir no combate & fome, por meio de sua agéncia dedicada a
alimentacdo humana, a Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO). A cultura oferece uma ampla gama de usos, incluindo seus frutos, a polpa, sucos, doces
e vitaminas (BARBOSA et al., 2009). CANDIDO FILHO et al., 2014; SHETTY, 2012;
CASTRO et al., 2011;

O cultivo da palma, pode ser alavancada a negécios com elevado valor agregado, como
os relacionados a industria farmacéutica de medicamentos destinados ao tratamento de doencas
importantes, que atingem expressivas parcelas da populacdo mundial, como gastrite,
hiperglicemia e diabetes (CANDIDO FILHO et al., 2014; DIAZ et al., 2017). Outra area de
grande importancia em nivel mundial, diz respeito a sustentabilidade socioambiental. O uso da
palma forrageira tem sido amplamente estudado no &mbito da recuperagédo e conservacao de

solos, elevando o seu valor potencial em iniciativas dedicadas a sustentabilidade, envolvendo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037784011830659X#bib0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037784011830659X#bib0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037784011830659X#bib0160
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/roughage
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/corn-silage
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037784011830659X#bib0150
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protecdo e conservagdo do meio ambiente. Que sdo assuntos bastante relevantes na atualidade
(ROCHA, 2012).

Apesar de estudos e pesquisas mostrarem que a cultura apresenta rusticidade,
adaptabilidade a diferentes ambientes e elevado aumento na produtividade com o uso de um
manejo adequado para a cultura, verifica-se no campo uma queda na producgédo, em funcgéo de
danos provocados por pragas e principalmente pela ocorréncia de doengas nos cladodios, como
a mancha marrom (SOUZA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012).

2.2- Mancha marrom

A mancha marrom (Cladode Brown Spot - CBS) conhecida anteriormente no Brasil
como mancha de Alternaria, foi relatada pela primeira em 2001, no municipio de S&o Bento do
Una, Pernambuco, causando sérios problemas para a cultura, e desde entdo existem relatos de
ocorréncia desta doencga, com incidéncia de 70 % na maioria das areas de cultivo (LIMA et al.,
2011; BARBOSA et al., 2007). Os sintomas da doenca caracterizam-se por manchas de
coloracdo marrom e preta nos cladddios, de formas circulares ou elipticas, medindo cerca 1,0-
3,0cm de diametro. As lesdes podem se estender de uma face a outra do cladddio, exibindo
perfuracBes devido a queda do tecido infectado. As manchas podem coalescer, formando
grandes areas necrosadas e causando queda dos cladddios (SWART; SWART, 2003; SANTOS
et al., 2006).

2.2.1- Complexo Pestalotioid

O complexo de Pestalotioid é composto por fungos que possuem conidios semelhantes
a Pestalotiopsis, com cinco células, sendo as das extremidades hialinas e as medianas
pigmentadas (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Engloba individuos saprofiticos,
endofiticos e patogénicos (SURYANARAYANAN et al., 2011; XU et al., 2014), e séo
regularmente encontrados em ecossistemas tropicais e subtropicais
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2011; KRUSCHEWSKY et al., 2014).

Os fungos desse complexo eram considerados de importancia secundaria e iniciavam o
processo infeccioso a partir de aberturas naturais e/ou de ferimentos ocasionados por insetos,
pesticidas ou danos provocados pelo sol (HOPKINS; MCQUILKEN, 2000; AGRIQOS, 2005).
Entretanto, esses fungos tém ocasionado significativas perdas econdmicas em ampla gama de
hospedeiros (URBEZ-TORRES et al, 2012; ARZANLOU et al., 2013;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; JAYAWARDENA et al, 2015;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016).



15

Como jé foi citado, esses fungos tém se apresentado como patogénicos em diversas
culturas (JAYAWARDENE et al., 2015; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016). Em C.
nucifera, espécies de Pestalotioid ja foram relatadas, como endofiticas e também patogénicas
(CARDOSO et al, 2003; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; ROSADO et al., 2015).
Cardoso et al. (2003) avaliando a etiologia e o0 progresso da mancha de pestalotia do coqueiro,
no estado da Paraiba, constataram que um fungo do género Pestalotiopsis era patogénico em
folhas daquela cultura. Isso indica que muitas espécies fungicas podem se comportar de formas
distintas em funcéo das condic¢des do hospedeiro (HYDE et al., 2014).

O género Pestalotiopsis foi inserido por Steyaert (1949), que também prop0s alteraces
taxonémicas com base nas formas dos conidios. O mesmo autor sugeriu trés géneros de fungos,
sendo Pestalotia, Pestalotiopsis e Truncatella. Posteriormente, 0 mesmo autor subdividiu o
género Pestalotiopsis e agrupou as espécies com base no numero de apéndices apicais e
coloragdo das células medianas em versicolor e concolor. Mas, as alteraces propostas por ele
ndo foram aceitas por Moreau (1949), Guba (1956, 1961) e Dube; Bilgrami (1965).

Posteriormente, uma nova classificacdo foi proposta por Guba (1961), na qual se
considerava o numero de células, a cor das células medianas e a morfologia dos apéndices apical
e basal. Desta forma, mediante esses critérios, foram descritas diferentes categorias e se¢cdes do
género Pestalotia. Mais adiante, Sutton (1980) apoiou a nova divisdo, porém dificuldades,
complexidade e conflitos técnicos na taxonomia de Pestalotiopsis foram reconhecidos.

Nag Raj (1985, 1993) concordou com a ideia da redistribuicéo das espécies de Pestalotia
para outros géneros, porem, entendia que o género Pestalotiopsis também teria que englobar as
espécies de conidio com trés células. Jeewon et al. (2003) verificaram que apenas caracteres
como pigmentacdo das células medianas e apéndices apicais seriam confiaveis para separar as
espécies do género Pestalotiopsis, mas foi sugerido que analises moleculares deveriam ser
associadas para obter a correta identificacdo das espécies.

Revisdes do género Pestalotiopsis tém sido realizadas mediante analises moleculares e
morfologicas, as quais tém  propiciado  novas  alteracbes  taxondmicas
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; MAHARACH-CHIKUMBURA et al., 2016).
Maharachchikumbura et al. (2014) combinando dados morfologicos e moleculares
contribuiram para uma grande revisao dos taxons tipo de Pestalotiopsis e estabeleceram dois
novos géneros, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis, pertencendo a ordem Xylariales.

Com base em evidéncias morfoldgicas e filogenéticas, Crous; Hawksworth; Wingfield
(2015) inseriram os géneros Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis em uma

nova familia, a Pestalotiopsidaceae Maharachch. & K. D. Hyde, perfazendo a acomodacéo na
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subclasse Xylariomycetidae O. E. Erikss e Winka e ordem Amphisphaeriales D. Hawksw. & O.
E. Erikss. A nova familia Pestalotiopsidaceae acomoda os géneros Ciliochorella Syd.,
Neopestalotiopsis Maharachch., Pestalotiopsis Steyaert., Pseudopestalotiopsis Maharachch. e

Seiridium Nees.

2.2.2- Aspectos filogenéticos do complexo Pestalotioid

Por haver similaridade morfologica entre espécies dos géneros fangicos, a identificacdo
passou a ser mais bem-sucedida por meio do sequenciamento de DNA (CROUS;
HAWKSWORTH; WINGFIELD, 2015). Foi devido a utilizacdo de sequenciamento de regides
génicas que modificacdes taxondmicas foram realizadas, e dessa forma, espécies de
Pestalotiopsis  passaram a  ser compreendidas por complexo  Pestalotioid
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

A revisao molecular dos géneros e de espécies do complexo Pestalotioid, tem propiciado
mudancgas muito significativas e que ainda estdo em andamento. Maharachchikumbura et al.
(2012) realizaram o sequenciamento de dez regides génicas diferentes, sendo, o espacador
interno transcrito (ITS), B-tubulina, fator de alongamento 1-a, (TEF1-a), B-tubulina, a grande
subunidade nuclear (LSU), rDNA de subunidade pequena ribossdmica nuclear (SSU), actina
(ACT), glutamina sintase (GS), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPDH), RNA
polimerase 1l (RPB1) e calmodulina (CAL), para reavaliar as espécies do complexo
Pestalotioid. Eles concluiram, com ajuda de dados morfologicos, que o sequenciamento da
regido ITS e dos genes codificadores da B-tubulina e 0 TEF1-a poderiam fornecer resultados
mais acurados para tal fim. Sequéncias concatenadas dessas regides resultaram em clados
fortemente suportados (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

A regido ITS, pode resolver a identificagdo em género e espécie dos fungos e desde o
desenho dos oligonucleotideos por White et al. (1990), tornou-se a mais empregada em estudos
filogenéticos. Porém, essa regido associada com os genes TEF1-a e B-tubulina, fortalecem os
ramos e colaboram para uma melhor separacdo de espécies (MAHARACHCHIKUMBURA et
al., 2014; HYDE et al., 2014).

2.2.3- Género Neopestalotiopsis

O género Neopestalotiopsis é facilmente distinguido de Pseudopestalotiopsis e
Pestalotiopsis por suas células medianas versicoladas (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2014). Espécies com células medianas obscuras-escamosas com apéndices apicais foram
definidas como Pseudopestalotiopsis (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Desde a
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monografia de MAHARACHCHIKUMBURA et al. (2014), vérias novas espécies de
Pestalotioid também foram introduzidas (ARIYAWANSA et al., 2015; HYDE et al., 2016;
JAYAWARDERA et al., 2016; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 20164, b).

Esse género foi separado de Pestalotiopsis por Maharachchikumbura et al. (2014) com base em
andlise filogenética e diferencas morfoldgicas e ja sdo mais de 25 espécies descritas para o
género (SOLARTE et al., 2018). A espécie tipo do género é N. protearum (Crous & L. Swart)
Maharachch., K.D. Hyde & Crous (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Obtencéao dos isolados

Cladddios de N. cochenillifera apresentando sintomas caracteristicos de mancha
marrom foram coletadas de plantios comercias dos estados de Alagoas (cidade de Estrela de
Alagoas) e Pernambuco (cidade de Bom Conselho e Lajedo) em margo de 2015. Apos lavagem
dos cladadios, fragmentos da area de transicdo entre o tecido doente e o sadio foram obtidos e
desinfestados usando alcool 70% durante 30 segundos e hipoclorito de sodio 1% por 1,5
minutos. Os fragmentos foram lavados em agua destilada esterilizada (ADE) trés vezes, secos
em papel filtro esterilizados e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA), onde permaneceram a 25 © C por 48 h. Em seguida, um disco de BDA
contendo crescimento micelial originado do tecido infectado foi transferido para novas placas,
onde permaneceram a 25 ° C por 10 dias ou até a producdo de estruturas reprodutivas pelo

patdgeno.

3.2- Sequenciamento e analise filogenética

O DNA total foi extraido de cada isolado seguindo o protocolo CTAB descrito por
Doyle & Doyle (1987), que foi usado como modelo para amplificar (via PCR) a regido ITS-
rDNA e 0s genes, EF1-a e B-tub usando pares de iniciadores ITS1/1TS4, 728F /| EF2 e BT2A
/ BT2B, respectivamente (White et al. 1990; Glass; Donaldson 1995; Carbone; Kohn 1999). Os
produtos de PCR foram sequenciados comercialmente pela Macrogen Inc.

As sequéncias nucleotidicas foram montadas com o software Codon Code Aligner v.
6.0.2 (www.codoncode.com), e o arranjo dos nucleotideos em posi¢Ges ambiguas foi corrigido
através da comparacdo de sequéncias na direcdo senso e anti-senso. As sequéncias foram
analisadas inicialmente com o algoritmo BLASTn (Altschul et al. 1990) e o banco de dados nédo
redundante GenBank. Sequéncias de referéncia de varias espécies de Neopestalotiopsis foram
obtidas no GenBank (Tabela 1) e usadas para reconstrucao filogenética.

Alinhamentos mdaltiplos para sequéncias de nucleotideos foram obtidos usando o
algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) no software MEGA v. 6 (Tamura et al. 2013). As filogenias
da inferéncia bayesiana (BIl) para os conjuntos de dados ITS, EF1-a e B-tub (individuais e
interligados) foram reconstruidas no portal CIPRES (Miller et al. 2010) usando MrBayes V.
3.2.3 (Ronquist et al. 2012). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi determinado
para cada regido gendmica usando MrModeltest v. 2.3 (Posada; Buckley 2004), de acordo com

0 Akaike Information Criterion (AIC). As analises foram realizadas para 10 milhdes de
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geracOes, utilizando quatro cadeias e amostragens a cada 1.000 geracOes, para um total de
10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas como um estagio burnning. As
probabilidades subsequentes (Rannala; Yang 1996) foram determinadas a partir de uma arvore
consensual gerada com as 7.500 arvores restantes. As arvores foram visualizadas e editadas no

FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e no Inkscape (https://inkscape.org/pt/).

3.3- Caracterizagao morfoldgica

Os isolados foram cultivados em BDA e incubados a 25 + 1 ° C por 10 dias e fotoperiodo
de 12 horas sob luz negra. O tamanho e as caracteristicas morfologicas dos esporos foram
avaliados com o auxilio de um microscépio Optico (Olympus CKX41). As imagens foram
obtidas usando uma camera digital (Olympus IX2-SLP) conectada ao microscopio com uma
ampliacdo de 400 x usando o software Cellsenses Standard (SAMSUNG SDC-415®), para
determinar o comprimento e a largura dos conidios.

Testes de patogenicidade foram realizados em cladddios assintomaticos, de acordo com
0 protocolo descrito por Flores-Flores et al. (2013). Os cladodios foram acomodados
individualmente em camara Umida por 48h a 25 £ 1 ° C. Em seguida, o material vegetal
inoculado foi incubado em 25 £ 1 ° C e fotoperiodo de 12 h por mais 10 dias para a observacédo

da ocorréncia de sintomas.


https://inkscape.org/pt/
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4- RESULTADOS

Foram obtidos trés isolados associados a mancha marrom em N. cochenillifera, um
proveniente de Alagoas (EAL18) e dois de Pernambuco (BC12 e L10). Esses isolados foram
preservados e depositados na Cole¢édo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da Universidade
Federal de Alagoas (COUFAL).

Na construcdo das arvores filogenéticas de Inferéncia Bayesiana para 0s conjuntos de
dados individuais, utilizou-se 0 modelo evolutivo GTR+1+G para o alinhamento das sequéncias
nucleotidicas de ITS e EF1-a e 0 HKY+G para B-tub. Enquanto que para as analises do conjunto
de dados concatenados (ITS, EFl-a e B-tub) GTR+I+G foi 0 modelo de substituicdo
selecionado. A espécie Pestalotiopsis trachicarpicola (OP068) foi usada como outgroup.

As analises baseadas nos dados concatenados (ITS, EFl-a e B-tub) revelaram que os
isolados obtidos no presente estudo foram agrupados com as especies N. surinamensis
(CBS45074) e N. saprophyta (MFLUCC12 0282) (Figura 1).
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Figura 1. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana de isolados de Neopestalotiopsis
baseada nas sequéncias parciais combinadas das regides ITS, EF - 1 a e B -tub. Pestalotiopsis
trachicarpicola foi usado como outgroup. Isolados em negrito corresponde aos isolados

caracterizados no presente estudo.
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A caracterizacdo morfologica dos isolados de Neopestalotiopsis obtidos no presente
estudo, através de analises microscopicas das estruturas dos fungos, esteve em consonancia com
a caracterizacdo molecular, no entanto, a nivel de género (Figura 1, Tabela 1).

Figura 2. Morfologia dos conidios de Neopestalotiopsis spp. Obtidos no presente estudo

causando mancha marrom da palma miuda.

Fonte: NETO, 2021

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas das espécies de Neopestalotiopsis identificadas no

presente estudo causando mancha marrom da palma miuda.

Espécies Isolado Descricao Comprimento Largura
N. surinamensis EA18 Conidios com cinco células 7,33-13,03 2,08-4,00
N. saprophyta BC12 sendo a apical e basal hialinas 9,41-17.71 2.27-3.69
apresentando de dois a trés
apéndices as células medianas
N. saprophyta L10 pigmentadas variando de 8,32-13,00 2,41-3,55

marrom a castanho-escuro

Fonte: NETO, 2021

Todos os isolados foram patogénicos nos cladodios destacados da palma forrageira
milda, sendo observado lesGes visiveis no décimo dia ap6s as inoculagdes, que consistiam em

manchas necroticas circulares de coloracdo marrom que com o progresso da doenca se estendeu
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de um lado para o outro dos cladddios. Nos tratamentos controle ndo foram observados

sintomas (Figura 3).

Figura 3. Sintomas causados pelos isolados obtidos de Neopestalotiopsis obtidos no

presente estudo.

Fonte: NETO, 2021

5- DISCUSSAO

O uso de dados morfologicos para a identificagdo de espécies pertencentes ao género
Neopestalotiopsis pode acarretar em equivocos e imprecisdo no processo de identificagdo. De
acordo com Maharachchikumbura et al. (2014), essas caracteristicas podem separar apenas 0s
género pertencentes ao complexo Pestalotioid (Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e
Neopestalotiopsis) contudo, o uso de ferramentas moleculares com a amplificacdo e
sequenciamento da regides ITS e dos genes EF1-a e B-tub sdo fundamentais para o correto
posicionamento taxonémico das espeécies do género Neopestalotiopsis
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 20164;
CHEN et al., 2018; SOLARTE et al., 2018).

Nesse estudo utilizou-se dados morfoldgicos e analises moleculares que permitiram
identificar duas espécies de Neopestalotiopsis: N. surinamensis e N. saprophyta associadas a
mancha marrom da palma forrageira mitda no Nordeste brasileiro, sendo este o primeiro relato
dessas espécies infectando Nopalea cochenillifera no mundo.

O género Neopestalotiopsis possui 25 espécies descritas, relatadas em mais de 40
hospedeiros no mundo, como, Vitis vinifera (China e Franca), Psidium guajava (Colémbia) e
Cocos  nucifera, (Indonésia e  Thailandia) (FARR; ROSSMAN, 2019;
MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016a; JAYWARDENA et al. 2016; SOLARTE et al.,
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2018; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; HYDE et al., 2016). No Brasil, em Virmia
guianensis, arvore de mata atlantica, em Elaeis guineenses (palma o6leo), em Syzygins
samaranguense (jambeiro), em Acacia mearnsii (acicia negra) e em Psidium guajava
(goiabeira) (SILVERIO et al., 2016; QUADROS et al., 2015; LEITE et al., 2017; DUIN et al.,
2017; SOUZA, 2017).

Neopestalotiopsis surinamensis foi descrita pela primeira vez no Suriname, e foi obtida
a partir de solo sob plantio de Elaeis guineensis (Arecaceae), e apresenta caracteristicas
filogeneticamente proxima a N. protearum. No Brasil j& foi relatada em Wodyetia bifurcata,
conhecida como palmeira rabo de raposa e Euterpe edulis também chamada jicara, palmito-
jucara, palmito-doce, palmiteiro e ripeira. A espécie N. saprophyta, foi descrita como saprofita
em folhas de Magndlia sp. em Yunnan na China em 19 de marco de 2002.

As especies do género Neopestalotiopsis sdo importantes como fitopatdgenos, e muitas

das espécies pertencentes a este complexo foram nomeadas de acordo com sua associagao com
0 hospedeiro e dados morfologicos, caracteres estes ndo confiaveis para distingui-las de forma
confiavel, para tanto, uso da filogenia multilocus para o correto posicionamento taxondmicos
das espécies de Neopestalotiopsis é de grande importancia, especialmente com o uso de dados
combinados de ITS, B-tub e EF1-a, uma vez que melhoram a resolugdo na arvore filogenética,
assim como realizado no presente estudo (MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2011,
MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2013; MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2016).
Na cultura da palma forrageira miuda, foram relatadas espécies de Neopestalotiopsis: N.
autralis, N. protearum e Neopestalotiopsis sp. foram relatadas entre os agentes causadores da
mancha marrom no estado de Pernambuco (Conforto et al. 2019), no entanto, nenhum das
espécies identificadas anteriormente foram obtidas no presente estudo.

Por fim, nossos resultados identificaram novos agentes etioldgicos, N. surinamensis e N.
saprophyta, causando mancha marrom da palma miuda e comprovando uma maior diversidade
de espécies de Neopestalotiopsis associadas a doenga no estado de Pernambuco e podemos
ainda incluir N. surinamensis como Unico agente etiolégico da mancha marrom da palma miuda
no estado de Alagoas. Este estudo fornece dados importantes que podem ser Uteis para
identificar as melhores medidas de controle para um manejo adequado da mancha marrom da

palma forrageira para o Nordeste brasileiro.
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6- CONCLUSAO
As espécies N. surinamensis e N. saprophyta estdo associadas a mancha marrom da

palma forrageira miuda no Nordeste brasileiro.

A espécie N. surinamensis € 0 Unico agente etiolégico da mancha marrom no estado de

Alagoas.
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