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RESUMO

O cacaueiro é conhecido como o fruto dos Deuses, a partir dele é possivel obter diversos
subprodutos como: polpa de cacau, mel de cacau, manteiga de cacau e o chocolate que é
consumido em todo o mundo. A vassoura-de-bruxa € a principal doenca do cacaueiro causada
pelo fungo Moniliophthora perniciosa. Atualmente, essa doenca vem acarretado danos de até
100% em muitas plantagdes comerciais. Os efeitos devastadores desse fitopatdgeno tém sido de
grandes proporcoes e documentados em diferentes paises e épocas. Conhecer a biologia desse
fungo é de suma importéncia para compreender seu potencial de adaptacdo e desenvolver
metodologias de manejo integrado no controle da vassoura-de-bruxa. Nesse contexto, o objetivo
desse trabalho foi analisar a influéncia da temperatura, potencial de hidrogénio (pH) eda
luminosidade no crescimento do fungo M. perniciosa buscando identificar os padrdes que
melhor se aplicam no desenvolvimento desse patogeno. O fungo foi isolado in vitro em meio
BDA e submetido a testes de crescimento em diferentes temperaturas (21°C, 24°C, 27°C e
30°C), diferentes escalas de pH em meio liquido mineral (2, 4, 6, 8, 10 e 12) e na auséncia e
presenca de luz por 10 dias. Os dados obtidos foram tabulados e os resultados de crescimento
revelaram que o fungo se desenvolveu bem em todas as temperaturas exceto 30 °C, emrelacao
ao pH o crescimento mais efetivo foi no pH=6 e em relacdo a luminosidade, cresceu mais no
escuro. Houve mudancas morfoldgicas de coloracdo nas hifas na presenca de luz. Autores
relatam que M. perniciosa possui uma alta variabilidade intraespecificas que influencia em sua
patogenicidade (Oliveira et al 2003; Patrocinio, 2016), os fatores ambientais tém papel crucial
na alteracdo do seu fendtipo, monitorar esses fatores com informacdes atualizadas sao

importantes para estratégias de controle e prevencao dessa doenca.

Palavras-chave: Variabilidade, VVassoura-de-bruxa, Cacaueiro.
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Influéncia dos fatores abi6ticos no crescimento de Moniliophthora
Perniciosa

1 INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao) é um fruto de grande interesse econémico por
fornecer améndoas para producdo do chocolate e gordura. No contexto internacional, a
importancia desse commoditie esta envolvido na participacdo expressiva no comercio
mundial de produtos agricolas no que diz respeito a exportacdo e importacdo (EFRAIM,
2004).

O maior impedimento a producdo de cacau no Brasil sdo as doencas fungicas e,
dentre elas, a vassoura-de-bruxa causada por Moniliophthora perniciosa, € a mais
importante. Com a chegada desta doenca na Bahia, no final dos anos 80, a cultura do
cacau entrou em declinio, causando varias mudancas na regido. Além dos impactos
resultantes da menor producdo de cacau, ocorreu também a venda de propriedades, o
aumento de desemprego e danos ao meio ambiente, pela substituicdo da lavoura por outras
atividades que prejudicam a Mata Atlantica. O controle da vassoura-de-bruxa é dificil e
atualmente sdo combinadas diferentes praticas de manejo: a poda fitossanitaria, aplicacao
de fungicidas, controle bioldgico e uso de variedades tolerantes e resistentes a doenca, a
combinacdo dessas praticas torna o cultivo do cacaueiro expressivamente caro e
trabalhoso (OLIVEIRA et al. 2005)

Moniliophthora perniciosa pertence a familia Marasmiaceae da ordem Agaricales,
divisdo Basidiomycota. Além de colonizar o cacaueiro, esse fungo é capaz deinfectar
outras plantas, onde pode adaptar-se as novas condicées, contribuindo, dessa forma, para
0 aumento da variabilidade genética do fungo. Para explicar a variabilidade genética em
fungos, é necessario entender a dinamica patdgeno-hospedeiro, onde ambosvao reagir
geneticamente em busca da sobrevivéncia em seu habitat natural. Essas respostas de
defesa ou ataque que reflete em mecanismos estruturais, bioquimicos e fisiologicos, irdo
resultar em mudancas na carga genética do individuo que com o passardo tempo, vao se
fixar na populacdo, tanto do hospedeiro, quanto do patdgeno resultandonum processo
chamado coevolucdo (CAMARGO, 1995).

O presente estudo foi proposto visando analisar a influéncia da temperatura,
potencial de hidrogénio (pH) e da luminosidade no crescimento do fungo Moniliophthora
perniciosa e entender se esses fatores abidticos estdo alterando o potencial evolutivo desse

fungo na nossa regiéo.
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2 JUSTIFICATIVA

A vassoura-de-bruxa é uma doenca causada pelo fungo hemibiotréfico
Moniliophthora perniciosa, é uma das doencas mais severas do cacaueiro podendo causar
danos que afetam diretamente a produgdo (BOWERS, et al., 2005). Esse fungo nédo afeta
apenas 0 cacaueiro mais também diversas plantas da familia Solanacea, Bignoneaceae,
Bixaceae entre outras (RINCONES, et al., 2006), o fato de ter diversos hospedeiros ja
comprova a sua grande capacidade de se adaptar e evoluir para diversos pat6tipos
(bidtipo) (GRIFFITH, et al., 2003).

Além do cacaueiro, historico de infeccdo & diversas hortalicas como tomate,
pimenta, pimentdo, berinjela e jilé ja foram documentados no sul da Bahia. A infecgéo
desse patogeno a essa grande variedade de hortalicas representa uma grande ameaga no
campo econdmico principalmente para os grandes e pequenos produtores se tornando
também uma fonte de propagacdo do patgeno (PATROCINIO, 2011).

Estudos sobre a variabilidade genética revelaram que suas diferencas tém relacao
com cada patétipo e que seu potencial em causar doenca pode ser cruzada entre alguns
deles, por exemplo isolados do fungo do cacau pode infectar plantas de jurubeba
(solanécea selvagem) e vice e versa, alem do hospedeiro, o sucesso para a evolucdo desse
patdgeno se deve a condicBes ideais (fatores abioOticos) para o seu crescimento e
disseminacdo (BASTOS, et al., 1991; SILVA, et al., 1992; LUZ, et al., 1997).

Em relacdo a adaptabilidade, sabe-se que o fungo se desenvolve bem em regides
de clima quente e tmido, no Brasil, o fungo é endémico da regido amazonica e foi descrito
anos depois nas plantacdes comerciais de cacau na Bahia no ano de 1989, em apenas 10
anos de introducdo da doenca o fungo produziu uma queda de 75% na producédo de cacau
na Bahia (LUZ, et al., 1997).

Atualmente, com as questfes de mudancas climaticas no mundo, é necessario que
se avalie o potencial adaptativo de Moniliophthora perniciosa, no que diz respeito aos
fatores abioticos que influencia no crescimento e disseminacdo desse patdégeno apds 34
anos de introducdo da doenca na Bahia e verificar se esses padres continuam sendo 0s
mesmos. Pretende-se com essa pesquisa entender se 0s aspectos biolégicos do M.

perniciosa estdo mudando apos tantos anos da introducéo da doenca na Bahia. Nossa
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hipotese é que o fungo tem se modificados com o tempo e adquirido novos padrfes de
adaptacéo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a influéncia da temperatura, potencial de hidrogénio (pH) e da
luminosidade no crescimento do fungo Moniliophthora perniciosa e entender se esses

fatores abidticos estéo alterando o potencial evolutivo desse fungo.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar e isolar M. perniciosa a partir de lesdes em galhos e frutos;
e Obter cepas de M. perniciosa em meio de cultura BDA;

e Auvaliar o crescimento do fungo em diferentes temperaturas;

e Auvaliar o crescimento do fungo na presenca e auséncia de luz;

e Auvaliar o crescimento do fungo em meio acido e basico.

4 METODOLOGIA

Todas as etapas dessa pesquisa foram realizadas no Laboratério Educacional
Adonias Filho (LEAF) situado na Escola SESI Adonias Filhos em Ilhéus na Bahia.

4.1 Coleta e obtencao de isolados

A presenca de inimeras fazendas com cacaueiros infectados com vassoura-de-
bruxa é muito comum entre Ilhéus e Itabuna, os pontos de coleta estavam situados em
fazendas proximos ao SESI, onde foram coletados ramos de cacaueiro apresentando
sintomas tipicos de vassoura-de-bruxa, como inchamento e/ou envassouramento dos
ramos verdes ou secos, com ou sem basidiomas. Foram coletadas um total de mais de 30

vassouras de cacaueiro.
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O isolamento foi processado retirando-se se¢des dos tecidos sintomaticos, 0s quais
foram passados por assepsia em alcool 70%, hipoclorito e agua destilada esterilizada,
sendo logo depois colocados sobre papel de filtro estéril e transferidos para placas de Petri
contendo meio seletivo Batata+Dextrose+Agar (BDA) + estreptomicina 1%. Os isolados
foram mantidos no escuro a 23 + 2 °C por sete dias e posteriormente, discos das bordas
das coldnias em meio seletivo foram transferidos para placas de Peri contendo BDA, onde
foram cultivados para a realizacdo dos testes posteriores.

4.2 Teste de temperatura

Para o teste de temperatura, foram selecionados 20 isolados de M. perniciosa para
0 crescimento em meio BDA puro. Discos de 9 mm de diametro da matriz secundéria de
M. perniciosa foram inoculados em 20 placas contendo meio BDA com o auxilio de
furador galvanizado, as placas foram distribuidas em estufa microbioldgicas com
temperaturas especificas de 21°C, 24° C, 27° C e 30° C (£1). As leituras de crescimento

foram realizadas a cada 3 dias até o isolado completar o didametro da placa (10 cm).

4.3 Teste de Luminosidade

Para o teste de luminosidade, foram selecionados 20 isolado de M. perniciosa para
0 crescimento em meio BDA puro. Discos de 9 mm de diametro da matriz secundéria de
M. perniciosa foram inoculados em 40 placas de meio BDA com o auxilio de furador
galvanizado, as placas foram distribuidas em estufa microbiolégicas com controle de
luminosidade sendo 20 isolados no claro e 20 isolados no escuro ambos em temperatura
ambiente 25° (+1). As leituras de crescimento foram realizadas a cada 3 dias até o isolado

completar o diametro da placa (10 cm).
4.4 Teste de Potencial Hidrogeni6nico (pH)
Para o teste de pH, foram selecionados isolados para crescer em meio liquido

contendo agua destilada, extrato de levedura e dextrose com pH devidamente ajustado na

escala de pH de 2, 4, 6, 8, 10 e 12, os isolados foram observados quanto ao crescimento
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em 50 ml de meio liquido armazenados em Erlenmeyer de 250 mL. A avaliacdo foi feita

de forma qualitativa do crescimento do isolado no meio.

4.5 Anédlise dos dados

Avaliou-se as variaveis: aspecto fenotipico geral das coldnias (qualitativo) e
largura e comprimento dos micélios em placa de Petri (quantitativo). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, onde cada amostra é uma repeticao.
Para testes de crescimento foram avaliadas as médias do comprimento e da largura do

micélio na placa.

5 RESULTADOS OBTIDOS

A compreensdo de aspectos basicos do crescimento de fungos, incluindo-se o
conhecimento detalhado dos requisitos nutricionais e fatores abioticos ambientais para
obter melhor crescimento e esporulacdo é de suma importancia no controle e manejo de
fitopatdgenos, além de facilitar 0 uso do mesmo como agente de controle bioldgico.
Dentre estes fatores, os principais tendem a ser concentracdo de carbono e nitrogénio,
disponibilidade nutricional, pH do meio, luz, injaria mecanica, ritmo circadiano etc.
(STEYAERT, 2010a), sendo que diferentes combinacdes de presenca / auséncia e, ou
acréscimo / decréscimo desses componentes deve ser estabelecida de modo isolado-
especifico. Neste trabalho utilizamos o fungo M. perniciosa como foco de estudo no
intuito de comparar as condi¢oes ideais de crescimento no que diz respeito a temperatura,
luminosidade e pH, para tentar inferir sobre sua variabilidade e evolugdo. Em relacédo a
temperatura foram testadas as faixas de 21°C, 24°C, 27°C e 30°C e ndo houve diferencas
expressivas no crescimento, apenas em 30°C que o isolado ndo se desenvolveu (Figura
1). Contudo, na temperatura 27°C o fungo tem uma tendencia a se desenvolver melhor,
pois apresentou maiores valores de crescimento no sexto dia (4,8 cm) e no nono dia

(6,8cm) de medicdo em relacdo as outras temperaturas.
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Figura 1: Crescimento de M. perniciosa em diferentes temperaturas por 12 dias.

O uso da temperatura ideal na estimulacdo do crescimento de M. perniciosa pode
ajudar pesquisadores a ter maior quantidade de massa micelial, que é fundamental na
obtencdo de DNA fangico utilizados na genotipagem e estudos de evolugdo do
patossistema cacau X vassoura-de-bruxa. Documenta-se que M. perniciosa se desenvolve
a4 25°C (PATROCINIO, 2011) contudo, nesse trabalho, ha uma tendéncia de aumento de
crescimento na temperatura de 27°C. Autores relatam que os mesmos fatores que
interferem na sobrevivéncia de Trichoderma spp no solo também séo relevantes para
producdo em massa de esporos, cujas condi¢bes Otimas de concentracdo e magnitude

definem o processo de producdo méxima de conidios muito utilizada em programas de
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pesquisa visando o controle biolégico de fitopatdgenos por fungos antagonistas. (e.g.
MORENO-MATEOQS, et al., 2007).

Emrelacdo a mensuragdo do crescimento micelial, esta pode ser feita de diferentes
formas, tais como crescimento radial, vigor, velocidade de crescimento e massa do
micélio. O uso de meio de cultura solido para avaliacdo do crescimento de fungos é
considerado adequado, pois, na natureza, os fungos comumente desenvolvem-se em
substratos solidos, tais como residuos vegetais e animais ou no solo (BONONI, et al.,
1999).

Vargas-Isla; Ishikawa (2008) afirma que os testes in vitro disponiveis na literatura
para cogumelos sdo comumente correlacionados com habitats de clima temperado,
havendo uma caréncia de estudos das condi¢cdes de cultivo para climas tropicais que € o
caso de M. perniciosa. Portanto, conhecer as condi¢cdes mais adequadas de temperatura
para esse fitopatdgeno é fundamental ja que a temperatura € um dos principais fatores
ambientais que influenciam o crescimento de muitos microrganismos e esses padrfes
podem ser modificados com a press@o do ambiente e sua propria coevolugéo.

Um dos mais importantes fatores que influenciam o crescimento micelial dos
fungos é a temperatura, sobre isso, Lechner; Albert6 (2007), testando a temperatura 6tima
para o crescimento micelial de linhagens de ocorréncia natural de Lentinus tigri nus,
Gbolagade et al. (2006), avaliando o crescimento micelial Lentinus subnudus em meios
semissintéticos e Akinyele e Adetuyi (2005) estudaram o efeito de diferentes residuos,
pH e temperaturas no crescimento micelial de Volvariella volvacea observaram que a
temperatura de 30° C foi a mais favoravel, ja os dados aqui descritos revelaram o oposto
para M. perniciosa mostrando que a temperatura ideal de crescimento pode variar entre
espécies e até dentro de espécies (variabilidade intraespecifica).

No cultivo de uma linhagem de Pleurotus ostreatus, de ocorréncia na Amazonia,
em meio a base de serragem da espécie madeireira Simarouba amara, Sales-campos et al.
(2008) testaram cinco temperaturas de incubacdo (22°C, 25°C, 27°C, 30°C e 35°C) e
verificaram que a de 25° C foi a mais indicada para o crescimento micelial. O fungo M.
perniciosa também tem origem Amazoénica e sua temperatura étima de crescimento se
assemelha com a do P. ostreatus isso pode indicar que a regido geografica esta

diretamente ligada a sua adaptacédo ecologica.
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Figura 2. Crescimento de Moniliophthora perniciosa na presenca e auséncia de
luminosidade. (A) comprimento do micélio em placa de Petri; (B) Largurado micélio em
placa de Petri.

Em relacdo a luminosidade, foi testando o crescimento de M. perniciosa na
presenca e auséncia de luminosidade, e os resultados revelaram que o fungo se desenvolve
melhor no escuro. No claro, o fungo atingiu um comprimento de 4,6 cmem 12 dias, ja no
escuro o fungo atingiu 7 cm de comprimento em 12 dias (Figura 2A). Emrelacéo a largura
os valores de crescimentos foram equivalentes (claro: 4,7 cmem 12 dias; escuro 7 cmem
12 dias) (Figura 2B).
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A luz influencia os organismos vivos, ndo somente pela importancia como a
principal fonte de energia para a biosfera, mas também devido a sua capacidade de induzir
mudancgas fisiologicas e morfolégicas em quase todas as formas de vida. Os isolados de M.
perniciosa que ficaram no claro, apresentaram alteracdes morfoldgicas no padrdo dashifas,
onde pigmentag6es purpura foram encontradas nos centros das placas de Petri, ja os isolados
que permaneceram em regime escuro ndo apresentaram essa modificacdo (Figura 3A),
verificou-se que todos os isolados, na presenca de luz apresentou pigmentacdes purpura
(Figura 3B), essa modificagdo comprova como o fatorluminosidade pode influenciar no

fenotipo de M. perniciosa.

Figura 3. Alteragdes morfoldgicas das hifas de Moniliophthora perniciosa. (A)
analise qualitativa da morfologia de M. perniciosa no claro e no escuro; (B) repeticdo de
crescimento de M. perniciosa no claro confirmando as mudangas morfoldgicas.
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Em algumas espécies de fungo o fotoperiodo é que determina a velocidade de
crescimento e potencial de esporulagdo, Alves et al. (1979) estudando a influéncia do
fotoperiodo no crescimento e esporulacdo de Beauveria bassiana verificou que quando o
fungo permaneceu durante 24 horas, na auséncia de luz, seu crescimento radial foi maior,
no entanto, a producdo de esporos foi a mais baixa. Para producdao comercial de conidios
do género Trichoderma sabe-se que o regime de luz € um fator importante e determinante
dos fendtipos de esporulacdo. Para a maioria dos isolados/espécie deste género, com base
na suposigdo de que tal regime reflete aproximadamente o ambiente natural, a utilizagéo
de ciclos alternados de 12h luz: 12h escuro pode favorecer a formagdode anéis concéntricos
de conidios, resultantes do periodo sob estimulo luminoso (GRESSSEL & GALUN,
1967).

Foi testado também o crescimento de M. perniciosa em diferentes niveis de pH
(Potencial Hidrogenidnico) 2, 4, 6, 8, 10 e 12 (figura 4A) e M. perniciosa sO se
desenvolveu com eficiéncia na faixa de pH= 6 (figura 4B) esse resultado € muito
interessante ja que revela uma especificidade singular & esse fator abidtico. O fator pH é
de extrema importancia no desenvolvimento de fungos principalmente em meios liquidos.
Esse tipo de crescimento € utilizado na producédo de massa micelial para estudos genéticos
e de evolucdo de fitopatdgenos. O pH extracelular do meio de cultura pode proporcionar
efeito sobre a esporulacédo e crescimento micelial, podendo o seu valor 6timo variar entre
pH 4,0 — 6,8, dependendo da espécie fungica e seus isolados (STEYAERT, et al., 2010b).
Bilay et al. (2000) que, ao avaliarem o crescimento de trinta espécies de cogumelos
comestiveis concluiram que o crescimento micelial destas espécies estudadas é diferente
e depende do tipo de meio de cultivo utilizado e do pH.

A esporulacdo parece ser dependente da acidificacdo intracelular, que por sua vez
é dependente do pH do ambiente (meio de cultura) e, muitas vezes, também da exposicédo
a luz (GRESIK et al., 1991). Com base no trabalho de Steyaert et al. (2010b) com trés
espécies de Trichoderma, o pH interno possui um limite de acidificacdo que seria em
torno de pH 4,0; entretanto certos aspectos da esporulacdo dependente de pH necessitam
de estudos mais aprofundados, pois as respostas e regulacdo podem ser espécie- ou

isolado-especificas.
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Figura 4. Crescimento de Moniliophthora perniciosa em diferentes faixas de pH
(A). O pH =6,0 foio Unico que se aplicou melhorno crescimento.

6 CONCLUSOES OU CONSEIDERACOES FINAIS

O fungo Moniliophthora perniciosa pode estar sofrendo modificacBes que
contribuem para a adaptacdo no ambiente da mata atlantica e conferi a ele resisténcia aos
métodos de controle a vassoura-de-bruxa. Essas alteracdes ao longo do tempo podem
aumentar o seu potencial evolutivo, que reflete em seu nivel de agressividade aos seus
hospedeiros. O objetivo dessa pesquisa foi analisar a influéncia da temperatura, potencial
de hidrogénio (pH) e da luminosidade no crescimento do fungo onde obteve-se valores
semelhantes aos da literatura no que diz respeito a temperatura e luminosidade. Em
relacdo ao pH obtivemos um crescimento especifico em pH = 6. Elucidar o processo de
desenvolvimento de determinadas espécies de fungos patogénicos auxiliam na
compreensdo da reproducdo e disseminagdo dos esporos na natureza e é crucial para
tomada de deciséo no controle da disseminacdo desses fungos patogénicos. Os dados que
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coletamos séo de suma importéncia para ajudar no manejo da vassoura-de-bruxa, sabendo
as condicdes ideais em que o fungo vive. Os dados serdo disponibilizados para programas
de manejo do patdgeno no Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC — CEPLAC) em lIhéus.
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