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RESUMO: As lixas do coqueiro (Cocos nucifera L.) estdo entre as principais doengas fingicas da cultura, causando
o enfraquecimento das folhas e a queda prematura de frutos. A falta de variedades de coqueiros resistentes as
doengas foliares e a dificuldade do controle quimico imposta pela arquitetura e porte elevado das palmeiras,
bem como a presenga comum de fungos hiperparasitando naturalmente os estromas das lixas, reforcam estudos
visando seu biocontrole. Neste trabalho, determinaram-se as temperatura para otimizar o crescimento e producéo
de indculo in vitro de 18 isolados hiperparasitas de lixa do coqueiro, sendo 16 de Acremonium spp. e 02 de
Trichoderma spp.. As culturas foram cultivadas em meio BDA nas temperaturas testadas de 15, 20, 25, 30 e 35°C,
durante dez dias de incubagéo sob fotoperiodo de 12 h. Maiores taxas de crescimento micelial e esporulagéo
para os isolados de Acremonium spp. ocorreram nas temperaturas de 20 e 25 °C, respectivamente. J4, para
Trichoderma spp., maior crescimento e esporulagao foi a 25 °C e 30 °C, respectivamente. Essas temperaturas
podem ser utilizadas para o cultivo e produgdo do indculo bem como indicam épocas nas quais as condigdes
térmicas podem favorecer o biocontrole das lixas do coqueiro.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON THE GROWTH AND SPORULATION OF FUNGI ASSOCIATED WITH THE
STRAMA OF THE COCONUT PALM (Cocos nucifera L.)

ABSTRACT: Coconut palm (Cocos nucifera L.) is one of the main fungal diseases of the crop, causing weakening of
the leaves and premature fruit fall. The lack of varieties of coconut trees resistant to foliar diseases and the difficulty
of chemical control imposed by the architecture and tall size of the palm trees, as well as the common presence
of fungi naturally hyperparasitizing the sandpaper stroma, reinforce studies aimed at their biocontrol. In this work,
temperatures were determined to optimize the growth and production of in vitro inoculum of 18 hyperparasitic
isolates from coconut sandpaper, 16 of which were Acremonium spp. and 02 of Trichoderma spp. The cultures
were grown in PDA medium at the tested temperatures of 15, 20, 25, 30 and 35°C, during ten days of incubation
under a 12-h photoperiod. Higher mycelial growth and sporulation rates for Acremonium spp. isolates. occurred at
temperatures of 20 and 25 °C, respectively. For Trichoderma spp., greater growth and sporulation were at 25 °C
and 30 °C, respectively. These temperatures can be used for the cultivation and production of inoculum as well as
indicating times in which thermal conditions can favor the biocontrol of coconut tree litter.
KEYWORDS: Acremonium; Trichoderma; Hyperparasites; Biological Control.
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INTRODUGAO ocorre reducdo da area fotossintética da planta. As

O complexo das lixas esta entre as principais  folhas inferiores, que s@o responsaveis pela nutrigao
doengas que incidem sobre os foliolos do coqueiro, e suporte dos cachos, amarelecem e secam, caindo
Cocos nucifera L., no Brasil (Santos et al., 2018; prematuramente e induzindo a queda pré-matura dos
Warwick e Leal, 2003). A medida que a doenca progride ~ frutos, mesmo daqueles em processo de maturacéo
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que, por consequéncia, reduz a produtividade da
planta. Nos casos mais severos, reduzem até em 50%
do potencial produtivo da cultura (Vitdria et al., 2008;
Warwick, 2007; Warwick e Talamini, 2016).

As lixas do coqueiro sdo doengas que SO
ocorrem no Brasil, sendo todas as variedades
e hibridos dos coqueiros cultivados no pais,
suscetiveis as doengas em diferentes graus de
resisténcia (Leal et al., 1994; Warwick e Abakerli,
2001). Os agentes causais da lixa pequena
(Camarotella torrendiella (Bat.) JL Bezerra & Vitéria)
e da lixa grande (Camarotella acrocomiae (Mont.)
KD Hyde & PF Cannon), conhecidas também como
verrugose das folhas, s&o parasitas biotroficos,
ou seja, precisam do tecido vivo do hospedeiro
para absorver os nutrientes necessario para seu
desenvolvimento. Estas doencgas séo caracterizadas
por apresentarem pequenos e/ou grandes estromas
negros, também chamados de verrugas, os quais
podem estar presentes em toda area dos foliolos,
ocorrendo também na raquis e nos frutos do
coqueiro (Araujo et al., 2017; Vitoria et al., 2008).

Diversos fungos sé@o estudados como agentes
decontrolebiologico paraaslixas. O género Acremonium
Link destaca-se pelo seu potencial no controle desses
patogenos, com exemplos notaveis, como o uso de
Acremonium alternatum Link e Acremonium persicinum
(Nicot) W. Gams, isolados de estromas dos patogenos
(Sudo, 1989). No entanto, é essencial ressaltar que
os dados carecem de confirmagbes por meio de
experimentos em campo.

Durante épocas chuvosas, ocorre a maior
produgdo de ascosporos dos patogenos, liberados
devido as condi¢bes de alta umidade e temperaturas
baixas. Estudos indicam que a colonizagdo dos
estromas por hiperparasitas, especialmente pelo fungo
Acremonium persicinum, apresenta maior efetividade
quando aplicada no periodo vespertino durante essas
épocas chuvosas (Warwick, 2001).

Em temperaturas adequadas, o patdgeno
é favorecido no processo de colonizagdo, infecgao
e desenvolvimento da doenga. Por outro lado,
quando as temperaturas sdo inadequadas, ou seja,
quando o ambiente nédo é favoravel, o crescimento e
desenvolvimento do patdgeno pode ser retardado ou
até mesmo interrompido. Algo semelhante ocorre com
0S microrganismos antagonistas aos patdgenos, que
desempenham um papel importante na redugéo e/ou
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controle de fungos patogénicos. Assim, as condigoes
ambientais sdo fatores de suma importancia para o
controle biolégico de doengas de plantas, podendo
influenciar na capacidade micoparasitaria e na resposta
do biocontrole exercido por agentes antagonistas
(Knudsen et al., 1991; Maia et al., 2011).

A temperatura influéncia, tanto no crescimento
micelial, quanto na esporulagdo e germinagdo de
conidios. Além disso, pode modificar a coloragéo
das colbnias, muitas vezes utilizada como parametro
para diferenciacdo de espécies de hiperparasitas
(Maia et al., 2011). O conhecimento dos efeitos do
ambiente no desenvolvimento de patogenos e dos
seus antagonistas podem auxiliar nas estratégias de
manejo de doengas, favorecendo a interagdo entre
0s organismos no patossistema estudado. Portanto,
0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito in
vitro da temperatura no crescimento micelial e na
esporulagdo de fungos hiperparasitas isolados de
estromas de lixas do coqueiro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro, de junho a agosto de 2019. Espécies
dos fungos Acremonium e Trichoderma usados neste
estudo foram isoladas de estromas das lixas grande e
pequena, presentes nos foliolos de coqueiro (gigante
e ando) em lavouras nos municipios de Campos dos
Goytacazes, RJ e de Mimoso do Sul, ES (Tabela 1).
Apds o isolamento direto dos fungos em meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) foram preparadas culturas
monosporicas para serem caracterizadas e utilizadas
nos ensaios (Fernandez, 1993).

Placas de Petri contendo 20 mL de meio
BDA foram usadas para a avaliagdo do crescimento
e esporulagdo dos fungos, tendo sido repicado para
0 centro de cada uma delas, um disco de 5 mm de
didmetro da periferia da colénia pura de cada isolado
em crescimento. As placas foram mantidas em BOD,
a temperaturas pré-estabelecidas de 15, 20, 25, 30
e 35 °C (£1°C) e fotoperiodo de 12 h. O crescimento
micelial foi mensurado com um paquimetro, através
da progresséo linear do didmetro da colénia em dois
sentidos ortogonais até o décimo dia de incubagao
(Oliveira, 1991; Vivas et al., 2015).




Hiperparasita

Acremonium spp.

Codigo*
CF/UENF 450
CF/UENF 451
CF/UENF 452
CF/UENF 453
CF/UENF 454
CF/UENF 455
CF/UENF 456
CF/UENF 457
CF/UENF 458
CF/UENF 459
CF/UENF 460
CF/UENF 461
CF/UENF 462
CF/UENF 463

Local de coleta
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes - RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes — RJ
Campos dos Goytacazes - RJ

Tabela 1. Isolados de fungos hiperparasitas de estromas de lixas do coqueiro, utilizados na avaliagédo de
crescimento e esporulagéo in vitro

Hospedeiro
Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Pequena
Lixa Grande
Lixa Pequena
Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Pequena
Lixa Pequena
Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Pequena

CF/UENF 464
CF/UENF 465
CF/UENF 466

Trichoderma spp. CF/UENF 467

Mimoso do Sul - ES
Mimoso do Sul - ES
Campos dos Goytacazes - RJ

Lixa Grande
Lixa Grande
Lixa Pequena

Campos dos Goytacazes - RJ Lixa Grande

*CF/UENF = Numero do depdsito na Micoteca da Clinica Fitossanitaria da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro -

UENF.

As colodnias totalmente crescidas, ou ao final
do décimo dia, foram avaliadas quanto a esporulagéo.
Para este procedimento, de cada colénia foram
retirados 3 discos de 5 mm cada, de forma aleatoria
na cultura (Intermediaria/periférica). Cada conjunto de
trés discos foi transferido para frascos tipo penicilina,
contendo 8 mL de agua destilada. Os frascos foram
agitados em agitador de tubos por 1 min. para a
dispersdo dos conidios, os quais foram quantificados
em camara de Neubauer, estabelecendo-se uma
média de 4 leituras/repeticdo (Maia et al., 2011; Vivas
etal., 2015).

O delineamento experimental foi em blocos
casualizados (DBC), analisado em esquema
fatorial 18 x 5, cujos tratamentos corresponderam
as combinagdes dos dezoitos isolados e das cinco
temperaturas de incubacdo. Cada tratamento foi
composto por 4 repeticdes ou placas. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa R studio (Ferreira, 2014). Os dados de
crescimento e esporulagdo foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, efetuando-se os
ajustes @ modelos de regressdo. O modelo ajustado

foi aquele com maior coeficiente de determinagéo e
menor tendenciosidade dos erros.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

As andlises dos experimentos com os isolados
dos fungos Acremonium e Trichoderma apresentaram
resultados significativos. A temperatura ideal estimada
para o crescimento e esporulagdo de Acremonium
foram semelhantes dentro da faixa de 15°C a 30 C,
desenvolvendo tanto a parte vegetativa quanto reprodutiva.
Ficou evidenciado que, apos 10 dias de incubagéo, ocorreu
crescimento maximo dos isolados de Acremonium (CF/
UENF450, CF/UENF451, CF/UENF452, CF/UENF453,
CF/UENF454,  CF/UENF455,  CF/UENF457, CF/
UENF458, CF/UENF459, CF/UENF460, CF/UENF461,
CF/UENF462, CF/UENF463) entre 20°C e 25 C (Figura
1 e 2), com destaque para os isolados CF/UENF450, CF/
UENF455, CF/UENF458 que cresceram numa média
radial de 31 mm, 30,36 mm e 27,08 mm, respectivamente
na temperatura de 25 °C. Ja os isolados CF/UENF452, CF/
UENF454, CF/UENF455, CF/UENF459 cresceram em
média de 31,31 mm, 26,28 mm, 28,16 mm e 28,17 mm,
respectivamente, a 20°C (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de crescimento micelial de isolados de Acrenomium spp., cultivados em meio de cultura BDA,
sob efeito de diferentes temperaturas, até 10 dias de incubagao.

CF/UENF450 y= 01679 + 73152 - 51,483

Ri= 09272

ocwsRBRERE

Crescamento micelal em (nun )

=

10 20 30 40
Temperatura (°C)

v=-0,149x"+6,2774x - 39,508

CF/UENF452
- R®= 09048

Crescimento micelal em (nun
S W 5 : 8 3: 8 t
-
-

0 10 20 30 40
Temperatura (°C)

v=-01693x"+ 7 4133x - %4 247

CF/UENF454
= R=09285

1 em (mm.
RERSE

micel
=g~

Crescanento
[V WY

0 10 20 30 40
Temperatura (°C)

v = .0, 1157% + 4, 7009 - 23 849

CF/UENF456
“ Ri=09748

.
s

cwsRB8RED

Crescimento micelal em (

0 10 20 30 40
Temperatura (°C)

y=-0,1427%° + 6,0382x - 37,497
R¥= 09625

CF/UENF458
2
E w
= 38
8 30
52
g 20
15
10
5
0
0 10

Crescanento

40

Temperatura (°C)

Ciéncia Agricola, Rio Largo, v. 22, 16222, 2024

CF/UENF451 y=.0,1457% « 6,3233x - 43,688
- Ri=09774
B 40
g |
B3
% 28 .
2 20
-4
e 15 .
2 10 .
-
5o
@ o 10 20 30 40
Temperatura (°C)
CF/UENF453 y=.0,1352x + 5 8234x - 39,006
o~ Ri=09792
g w0
g
U 30
5o s o
§ 15 '
g0 .
.: <
2o
Y o0 10 20 30 40
Temperatura (°C)
CF/UENF455 v = .0,1909%" + §,5416x - 67,326
- Ri=0918
g 40
= 38
'te 28 .
2 15 '
g 10 - 4
_s 3
2o
Yo 10 20 30 40
Temperatura (°C)
CF/UENF457 v=-0,1268x + £ 3441x - 32,976
- R!=09323
40
=38
g 30 .
=28 .
2%
E1s
10 '
B S
§ 0
(5] 0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

CF/UENF459 y=.0,1351x° + 5 §875x - 31,837
-~ Ri = 09479

2 40
=38

ocwsa8RE

Crescanento micelnl em

30 40




Resultados congruentes foram observados
ao trabalharem com Acremonium spp. obtidos de
lesbes de pinta-preta do mamoeiro (Carica papaya
L.), causadas pelo fungo Asperisporium caricae
(Speg.) Maubl. Mesmo em um patossistema distinto,
a faixa otima de crescimento micelial para esse

fungo situou-se entre 20 e 25 °C, apontando essa
temperatura como a ideal para o desenvolvimento
vegetativo. No entanto, temperaturas superiores
a 25 e 30 °C resultaram em uma diminuigdo no
crescimento, embora a esporulagéo nédo tenha sido
afetada (Vivas et al., 2015).

Figura 2. Curvas de crescimento micelial de isolados do fungo Acremonium spp. (CF/UENF460 a CF/UENF465)
e Trichoderma spp. (CF/UENF466 e CF/UENF467), cultivados em meio de cultura BDA, sob efeito de diferentes

temperaturas, até 10 dias de incubagao.
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O isolado CF/UENF456 apresentou maximo
crescimento a 20 ‘C. Os isolados CF/UENF452, CF/
UENF457, CF/UENF459, CF/UENF461, CF/UENF462,
CF/UENF463 cresceram a uma temperatura maxima de
21°C. Ja os isolados CF/UENF450, CF/UENF451, CF/
UENF453, CF/UENF454, CF/UENF455, CF/UENF460
atingiram seu ponto maximo de crescimento a 22 °C
e, CF/UENF458, CF/UENF464 e CF/UENF465 a 23
‘C (Figura 1 e 2). Na temperatura de 35°C, os isolados
de Acremonium (CF/UENF450 a CF/UENF465) ndo
cresceram e nem esporularam. Esses isolados nao
apresentaram crescimento quando transferidos para 25
"C + 2, durante um periodo de 10 dias. Assim, acredita-se
que a temperatura de 35°C tenha exercido efeito fungicida,
responsavel pela morte destes isolados (Figuras 1 € 3).

Para a espécie de Trichoderma Atroviride, a
temperatura mais favoravel para o desenvolvimento
encontra-se entre 25 e 30 'C (Singh et al., 2011).
Resultados semelhantes foram confirmados na presente
pesquisa, naqual os doisisolados de Trichodermatestados
(CF/UENF 466, CF/UENF 467) se desenvolveram e
esporularam bem nessa mesma faixa de temperatura.
Entretanto, houve uma redugéo no crescimento quando a
temperatura foi elevada para 35°C.

O crescimento ideal das col6nias dos isolados de
Trichoderma (T. asperellum - SF 04; T. harzianum - IBLF
006 e T. harzianum - ESALQ 1306) ocorreu a 30°C. Nessas
condicdes, o crescimento micelial atingiu seu d&pice,
destacado por uma area média de crescimento micelial de
6978,13 mm*apds 72 horas de incubaggo. Por outro lado,
a 35°C, todos os parametros analisados apresentaram
resultados inferiores em comparagdo com os observados
a 30 °C. Em resumo, os isolados de Trichoderma
demonstraram ter seu desenvolvimento comprometido
pelo aumento da temperatura (Oliveira et al., 2019).

As pesquisas sobre o efeito de diferentes
temperaturas na producéo de biomassa de Trichoderma
indicam que o crescimento 6timo do fungo ocorre na faixa
de temperatura entre 25 e 30 °C, alcangando seu maximo
crescimento e esporulagdo a 25 'C, e um minimoa 20°C
(Maurya et al., 2017). Por outro lado, o ponto maximo
para o crescimento micelial de Monilinia fructicola (G.
Winter) Honey e Trichothecium roseum (Pers.) Link
foi observado entre 20 e 25°C, em consonancia com
nossos resultados (Moreira e Mayo, 2007). A analise do
crescimento micelial de Trichoderma spp. em diversas
temperaturas revelou que, para todos os isolados, 0s
indices mais favoraveis foram registrados na faixa de
25 a 30°C, sem evidenciar diferengas significativas entre
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eles (Bomfim et al., 2010).

A producdo de conidios de Acremonium spp.
também foi influenciada pela temperatura. A maior taxa
de esporulagéo foi entre 20°C e 25°C, em valores brutos,
assim como no crescimento micelial. Os isolados CF/
UENF454, CF/UENF458, CF/UENF459, apresentaram
um ponto maxima para a esporulacéo na temperatura de
21°C. Ja os isolados CF/UENF451, CF/UENF455, CF/
UENF457, CF/UENF460, CF/UENF463, foi de 22°C. Para
os isolados CF/UENF450, CF/UENF462, CF/UENF464,
CF/UENF465 o ponto maximo foi de 23°C (Figura 3 e 4).

Os isolados CF/UENF462, CF/UENF463 e CF/
UENF464 n&o tiveram diferenca significativa entre as
temperaturas de 20 e 25°C (Figuras 3 e 4). Entretanto,
quando foram expostos a temperatura de 35 °C, todos
os isolados de Acremonium ndo cresceram e nem
esporularam. Diferentemente dos demais, o isolado
CF/UENF461 teve sua producdo de conidio reduzida
conforme a elevagdo da temperatura, sendo de 15 a
20°C o ideal para esporulagao (Figura 4).

A esporulagao de Trichoderma (CF/UENF 466
e CF/UENF 467) foi mais eficiente em temperaturas
entre 20°C e 30°C, corroborando as observagdes de
estudos anteriores que indicaram temperaturas 6timas
para o crescimento de espécies de Trichoderma entre
25°C e 30°C (Mukherjee e Raghu, 1997). No entanto,
observou-se uma reducdo na producdo de esporos
quando a temperatura atingiu 35°C (Figura 4). O isolado
CF/UENF 467 teve seu crescimento e esporulagao
prejudicados nessa temperatura. Dados semelhantes
também ocorreram quando a temperatura foi reduzida
para 15°C, tendo sido a produgéo de conidios analoga a
faixa de 35°C, ndo impactando no crescimento micelial
para esse isolado (Figura 2 e 4). O ponto méaximo de
crescimento para ambos isolados de Trichoderma foi
de 27°C.

As informagOes sobre os fatores ambientais e
as caracteristicas do desenvolvimento dos fungos séo
extremamente valiosas para a ampliagdo do sistema
de prevencdo de doencgas, contribuindo para definir
acdes adequadas, a fim de estabelecer uma tomada de
decisdo em relacéo as medidas de controle de doenga
de plantas (Vivas et al., 2015). Todos os fungos exigem
uma faixa de temperatura ideal para desenvolvimento e
esporulagdo. Com a amplitude da temperatura podem
diminuir ou aumentar seu desenvolvimento até que
alcance um ponto 6timo para o melhor estabelecimento
(Maia et al., 2011), de acordo com as caracteristicas € a
capacidade de adaptagéo de cada isolado.




Figura 3. Curvas de produgao de conidios de isolados de Acremonium spp., cultivados em meio de cultura BDA,
sob efeito de diferentes temperaturas, até 10 dias de incubacao.
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Figura 4. Curvas de producéo de conidios de isolados dos fungos Acremonium spp. (CF/UENF460 a CF/UENF465)
e Trichoderma spp. (CF/UENF466 e CF/UENF467), cultivados em meio de cultura BDA, sob efeito de diferentes

temperaturas, até 10 dias de incubacéo.
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Vale salientar que coeficiente de determinagédo
(R’), para alguns dos isolados resultou em baixos
valores devido ao declinio do crescimento,
influenciando na produgéo de conidios (Figuras 3 e
4). A exemplo, quando os isolados de Acremonium
foram incubados na temperatura 35 C, houve reducao
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no valor médio de esporulagao. Ja no caso do isolado
de Trichoderma (CF/UENF466) nao foi possivel
realizar uma plotagem de curva que representasse
graficamente os valores obtidos (Figura 2), pois o
crescimento médio do fungo foi semelhante em todas
as faixas de temperaturas testadas.




Os conhecimentos a respeito da etiologia
do patossistema das lixas do coqueiro ainda sdo
bastante exiguos, assim como a influéncia que
os fungos do género Acremonium e Trichoderma
tém para com os agentes etiolégicos das lixas. Os
resultados desta pesquisa estimaram as condi¢Ges de
temperatura necessarias para otimizar o crescimento
e esporulagdo dos dois fungos. Nao obstante, serao
necessarios estudos in vivo e em condigdes de
campo para se determinar o efeito das mudangas
climaticas no desenvolvimento das hiperparasitas
sobre 0s estromas dos patdgenos e sua relagao
no parasitismo com estes agentes causadores de
doengas em coqueiro.

Com base nos resultados obtidos, pode-
se concluir que o ponto maximo para a indugédo
do crescimento dos isolados de Acremonium
variou entre 21 e 22 °C, exceto para o isolado
CF/UENF456 que foi de 20 °C. Para esporulagéo,
0 ponto maximo variou de 19 a 23°C, com maior
ocorréncia na temperatura de 22°C. Contudo, todos
os isolados apontaram um declinio no crescimento/
esporulagao quando se elevou a temperatura para
35°C. Para o género Trichoderma, os isolados
cresceram e esporularam bem nas temperaturas
testadas, mas na faixa de 35°C, apresentou uma
interferéncia negativa para o desenvolvimento dos
dois isolados, seja no crescimento (CF/UENF466)
ou esporulagdo (CF/UENF467). O ponto maximo
para crescimento foi de 21°C e 23 °C (CF/UENF467
e CF/UENF466), respectivamente. Em relagdo a
produgao de esporos o ponto maximo foi a 27 °C
para os dois isolados.
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