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Introducan

Resultadoes e Discussan

O fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa é o agente etioldgico da
Vassoura de Bruxa, principal doenga que ataca o cacaueiro. Até o final da década
de 80, o Brasil detinha a segunda maior produgéo de cacau do mundo. Com a
chegada da Vassoura de Bruxa ao sul da Bahia em 1989, principal regido
produtora brasileira, houve uma redugéo drastica na produgdo do pais, que passou
a ser importador do produto (Fig. 1). Apesar dos avangos na busca por solu¢des
para o problema, ainda ndo ha uma maneira eficaz de controle da doenca.

A exemplo da descoberta da penicilina, muitos antibiéticos foram
identificados ao acaso a partir de contaminagdes. Ao se realizar o cultivo de M.
perniciosa in vitro, observou-se um contaminante cujo crescimento resultou na
formag&o de um halo de inibicdo na cultura do fungo (Fig. 2). O contaminante foi
analisado ao microscopio e caracterizado como um bacilo gram-positivo. Este
trabalho mostra a identificagdo desta bactéria e testes de sua atividade antiflingica.

1990/1991 2006/2007
Costa do Marfim 32,1% Costa do Marfim Figura 1. Queda na produgdo
Brasil 14,69% Gana brasileira de cacau apés introdugéo
Gana 11,71% Indonésia da Vassoura de Bruxa no sul da
Malasia 8,82% Nigéria Bahia, principal regido produtora do
Nigéria 6,38% Camardes pais. De grande exportador o Brasil
Indonésia 5,97% Brasil passou a importador.

Figura 2. Contaminacéo da cultura do fungo M. perniciosa. (a) O fungo é cultivado em erlenmeyers
contendo ramos esterilizados de cacaueiro com o objetivo de induzir a producéo in vitro de basidiomas. (b)
Em uma destas culturas observou-se que a presenca de uma bactéria contaminante (seta) resultou na
formagéo de halo de inibicdo no fungo. (c) Detalhe do halo de inibi¢&o.

Metedologia

Inéculo da bactéria em placa de Petri contendo o fungo M. perniciosa

Bactérias da cultura contaminada (Fig. 2) foram inoculadas diretamente sobre o fungo
M. perniciosa cultivado em placa de Petri com objetivo de verificar a ocorréncia de halo de
inibicdo semelhante ao original.

Teste do sobrenadante da cultura da bactéria contra M. perniciosa
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1.Bactéria 2. In6culo em meio 3. Separacéo das células 4. Aplicacéao do
cultivada em liquido e cultivo por centrifugacéo e sobrenadante
meio sélido durante 16h filtracao sobre o fungo

Identificagdo da bactéria

A identificagdo da espécie da bactéria foi realizada através do seqlienciamento de um
fragmento do gene codificador do RNA ribossémico 16S. A sequéncia obtida foi, entéo,
comparada com sequiéncias depositadas em bancos de dados publicos.

In6culo da bactéria em placa de Petri contendo o fungo M. perniciosa

O indculo da bactéria diretamente
sobre o fungo resultou em formagédo de
halo de inibicdo a medida que a colbnia
da bactéria se desenvolveu (Fig. 3).
Desta forma, comprovou-se que o halo
de inibicdo observado na cultura original
contaminada foi, de fato, devido a
presenca da bactéria.

Figura 3. Inéculo da bactéria contaminante diretamente
sobre o fungo M. perniciosa. Observou-se formacéo de
halo de inibigdo semelhante ao da cultura original.

Teste do sobrenadante da cultura da bactéria contra M. perniciosa

Meio de cultura
(controle negativo)

Sobrenadante
(@ (b)

Figura 5. (a) Detalhe do efeito necrético do
sobrenadante sobre o fungo M. perniciosa. (b)
Progressdo do efeito ap6s aplicagdo. Ha
desaparecimento gradual do micélio que
entrou em contato com o sobrenadante. Fotos
tiradas com intervalo de 2 minutos.

Figura 4. Acdo do sobrenadante da cultura da bactéria
sobre o fungo M. perniciosa. (a) Momento da aplicagéo de
gotas do sobrenadante. (b) Efeito necrético sobre o fungo
poucos minutos apés aplicagdo.

Apds a comprovagdo de que a presenca da bactéria na cultura do fungo resulta na
formacgdo de halo de inibicdo, o sobrenadante da cultura bacteriana foi aplicado sobre o
fungo para verificacdo da existéncia de possiveis substancias secretadas com efeito de
inibir o fungo. Surpreendentemente, a aplica¢éo de gotas do sobrenadante sobre o fungo
resultou em efeito necrético em poucos minutos. Este resultado demonstra que o efeito
inibitério sobre o fungo é decorrente de um uma ou mais substancias secretadas pela
bactéria.

Identificacdo da bactéria

Através do sequenciamento do fragmento do gene 16S, a bactéria foi identificada
como pertencente ao género Bacillus, porém a espécie ndo pdde ser determinada com a
seqliéncia obtida. O seqiienciamento do gene 16S completo, bem como andlise do perfil de
acidos graxos estédo sendo realizados para que a espécie seja determinada com preciséo.

Conclusee erspectivas

v" A bactéria identificada inicialmente como uma contaminacéo na cultura do fungo M.
perniciosa produz uma ou mais substancias que tem efeito necrético sobre o fungo. Testes
quanto a inibigdo de outros fungos estdo em andamento.

v O efeito antifingico quase instantaneo é surpreendente e pode indicar que a substancia
tenha efeito direto na estrutura de M. perniciosa. A aplicagéo do sobrenadante da bactéria
sobre folhas de cacaueiro ndo resultou em nenhum efeito.

v Andlises quimicas com os metabdlitos produzidos por esta bactéria estdo sendo
realizadas para identificagdo da substancia responsavel pelo efeito antifingico.
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