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REUMO

Trichoderma stromaticum é um fungo antagonista a
Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro (Theobroma cacao). Estromas periteciais de Hypocrea
sp. formaram-se sobre asuperficie de frutos mumificados e vassouras
secas de cacaueiros em éreas onde T. stromaticum tinha sido
pulverizado, experimentalmente, no controle biolégico de C.
perniciosa. Ascosporos obtidos dos estromas de Hypocrea sp.
originaram coldnias idénticas as de T. stromaticum. DNA gendmico
de colbnias provenientes de ascésporos desta Hypocrea sp., de

conidios de T. stromaticum e de Fusarium sp. (controle negativo)
foi extraido e amplificado com oito “primers’ decameros para
obtencéo de marcadores RAPD. Observaram-se similaridades
genéticas de 0,82 a 0,96 entre os isolados ascosparicos e conidiais
com base nos marcadores RAPD e de 0,06 a 0,09 entre estes e 0
isolado de Fusarium sp. O teleomorfo de T. stromaticum é
denominado H. stromatica Bezerra, Costa & Bastos sp. nov.
Palavras-chave adicionais: cacaueiro, Theobroma cacao,
taxonomiadefungos, caracterizago molecular, morfologiadefungos.

ABSTRACT

Hypocrea stromatica sp. nov., the teleomorph of Trichoderma
stromaticum

Trichoderma stromaticum is a fungal antagonist to Crinipellis
perniciosa, causal agent of cacao (Theobroma cacao)witches broom
disease. Peritecia stromata of a Hypocrea species developed on the
surface of mummified pods and dried brooms of cacao, in areaswhere T.
stromaticum had been applied, experimentally, as a biologica agent to
control C. perniciosa. Ascospores obtained from this Hypocrea sp. gave

riseto coloniesidentica to those of T. stromaticum. Genomic DNA from
cultures developed from ascospores of this Hypocrea sp., conidia of T.
stromaticum and Fusarium sp. (negative control) was extracted and
amplified with eight decamer primers to obtain RAPD markers. Genetic
similarities from 0.82 to 0.96 were observed between ascosporic and
conidid isolates based on RAPD markers, and from 0.06 to 0.09 between
these and the Fusarim sp. isolate. The teleomorph of T. stromaticum
is, thus, proposed as H. stromatica Bezerra, Costa & Bastos sp. nov.

INTRODUCAO

Trichoderma stromaticum Samuels & Pardo-
Schultheiss, espécie de fungo antagonista a Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, tem sido usada no controle
biologico da vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma
cacao L.) (Costa & Bastos, 2001). A espécie foi descrita por
Samuels et al. (2000), a partir de culturas levadasdaBahiae
provenientes dos estados do Pard e Ronddnia. A existéncia do
seu teleomorfo ndo émencionadanadescricgo original. O género
Trichoderma é considerado anamorfo deHypocrea Fr. (Chaverri
et al., 2000). OtdeomorfodeT. virens(Miller, Giddens& Foster)
V.Arx foi recentemente descrito (Chaverri et al., 2001) como
Hypocrea virensChaverri, Samuels& Stewart.

Estromas de Hypocrea sp. em areas pulverizadascomT.
stromaticum comegaram aser coletadosem 1998, no Centro de
Pesquisas do Cacau, sobre frutos mumificados de cacau, cacau-
do-peru (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.) e cupuagu (T.
grandiflorum (Wild ex Spreng) Schum). Pogteriormente, estromas
similares passaram a ser observado sobre vassouras secas de
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cacau, em variosmunicipiosdaregido cacaueiradaBahia.

O objetivo destetrabal ho foi demonstrar aconexdo entre
T. stromaticum e a Hypocrea sp., ou sgja, 0 seu teleomorfo,
com base em dados morfol gicos e molecul ares e descrevé-lo
como uma nova espécie do género, elucidando o ciclo vital
deste fungo, de grande relevanciapara o controle biol6gico de
C. perniciosa no cacaueiro.

MATERIAL EMETODOS

Isolados de Hypocrea sp. foram obtidos a partir de
vassouras secas de cacaueiros, na Bahia, da seguinte forma:
estromas ascigeros foram desinfestados com dlcool a 70%,
hipoclorito de sddio a 1%, ambos durante 30 s. Em seguida
foram lavados quatro vezes, por 30 s, em agua destilada,
esterilizada e colocados em placas de Petri contendo agar-
agua ou meio de batata-dextrose-agar (BDA) acidificado. As
placasforam incubadasa 25 + 2 °C, no escuro, e examinadasna
lupa, acada 12 h, paraobservacéo de ascdsporos germinados.
Apbs 24 h, as pequenas coldnias desenvolvidas a partir dos
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ascosporos g etados sobre asuperficie do meio foram repicadas
parameio BDA e estudadas quanto ao aspecto e cor dacolénia
e esporulacdo do patdégeno desenvolvidas a mesma
temperatura usada no isolamento. O estudo morfoldgico e
biométrico dos estédios tel eomorfico eanamorficofoi realizado
utilizando-se raspagens e cortes histologicos manuais das
estruturas de val or taxonémico. Usou-selactofenol de Amann,
com e sem adi ¢&o de azul-de-algodéo, no preparo das|aminas
para observacdes microscopicas.

A andlisemolecular foi feitaapartir de DNA gendmico
de duas col6nias provenientes de ascosporos de Hypocrea
sp., duas de conidios de T. stromaticum e umade Fusarium
sp. (controle negativo). A extrag@o do DNA foi realizada a
partir de aproximadamente 200 mg demassamicelial de cada
coldnia, utilizando-se o método sodium dodecy! sulphate
(SDS). O micédlio foi macerado em cadinho de porcelana em
contato com N, liquido. Apds, 0 macerado foi colocado emum
tubo plésticode 1,5 ml, a0 qual foi adicionado 700 detampéo
de lise constituido por Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, EDTA 25
mM, SDS 1%, NaCl 250 mM e 2-mercaptoetanol 1%. O
macerado foi misturado ao tampéo de lise e os tubos foram
mantidos em banho-maria (70 °C) por uma hora, sendo
agitados a cada 10 min. Apds aincubacdo, foi realizada a
desproteinizagdo, adicionando-se 600 m de cloroférmio-acoal
isoamilico (24:1 v/v). Em seguida, asamostrasforam agitadas
por 10 min, por suavesinversies, e centrifugadasa4°C, 18.845
rpm, por 10 min. O sobrenadante de cadaamostrafoi transferido
paratubosde 1,5 ml limpos e 0 processo de desproteinizagcdo
foi repetido.

Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado ao
sobrenadante final, 1/10 do seu volume de acetato de sodio 3
M, pH 5,2 e 2/3 deisopropanol gelado. Ostubosforam mantidos
a—20°C por 2 h e, aseguir, centrifugados como anteriormente.
O sobrenadantefoi descartado e o precipitado foi lavado duas
vezes com etanol 70 % (v/v) e seco a temperatura ambiente.
Posteriormente, os &cidos nucléicos totais foram ressus-
pendidos em 150 m de agua contendo RNA se naconcentracao
de 40 mgy/ml e colocados em banho-mariaa 37°C paraacompleta
ressuspensao. Apos esse periodo, 0 DNA foi novamente
precipitado, centrifugado e ressuspendido em 150 m de &gua,
como ja descrito. A quantidade do DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 nm (Sambrook et al., 1989) e
posteriormente diluidapara 10 ng/m.

Amostras de DNA de cadaisolado foram amplificadas
pelatécnicade RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
Asreactesde amplificagdo foram feitasem um volumetotal de
25, contendo Tris-HCl 10mM (pH 8,3), KCI 50mM, MgCl, 2
mM, 100 mM de cadaum dos desoxinuclectidios (dATP,dTTP,
dGTPedCTP), 0,4nM deum “primer” (Operon Technologies
Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq
polimerase e, proximadamente, 30 ng de DNA. Foram utilizados
os"“primers’ decBmeros OPA7, OPL5, OPL8, OPL 16, OPM12,
OPN16, OPO6 e OPO12 (Operon TechnologiesInc., Alameda,
CA, EUA) para obtencdo dos marcadores RAPD. As
amplificagbesforam efetuadas em termociclador, programado
para 40 ciclos, cada um constituido pela seguinte seqliéncia:
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155a94°C, 30sa35°C e90sa72°C. Apdsos40ciclos, foi feta
uma etapa de extensdo final de 7 min a72 °C efinamente, a
temperaturafoi reduzidapara4 °C. Apésaamplificagdo, foram
adicionados, a cada amostra, 3 m de uma misturade azul de
bromafenal (0,25 %), gliceral (60 %) e agua (39,75 %). Essas
amostrasforam aplicadas em gel de agarose (1,2 %), submerso
emtampao TBE (TrisBorato 90mM, EDTA 1 mM). A separagéo
eletroforética foi de, aproximadamente, 4 h, a 90 volts. Ao
término da corrida, os géis foram corados com brometo de
etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em
umamatriz de dados binérios, apartir daqual foram calculadas
distancias genéti cas baseadas no complemento do coeficiente
desmilaridade (D) deNei & Li (1979), utilizando-se o Programa
Genes(Cruz, 1997). Com base namatriz dedistanciasgenéticas,
foi realizada uma andlise de agrupamento por meio de
dendrograma, utilizando-se 0 méodo do centréide como critério
de agrupamento.

RESULTADOS

Caracteristicasculturais

Culturas obtidas de ascOsporos originaram col 6nias
tipicas de T. stromaticum. Todos osisolados desenvol veram-
se bem em temperaturas entre 25 e 28 °C. As caracteristicas
culturais dosisolados do teleomorfo e do anamorfo foram
praticamente idénticas. Ndo se observou diferenca com
relacdo a taxa de crescimento das col 6nias desses i solados.
Aos sete dias de crescimento em BDA, a temperatura de
aproximadamente 25 °C, e luz ambiente, as col6nias apre-
sentaram micélio denso, esbranquicado, rasteiro, formando
conidios mais concentrados proximo a margem das colOnias.

Andlissmolecular

Os oito primers decameros geraram um total de 73
marcadores RAPD, sendo a média de 9,1 marcas por primer.
Observaram-se similaridades genéticasde 0,82 a 0,96 entre os
isolados ascosporicos e conidiais com base nos marcadores
RAPD ede 0,06 a0,09 entre estes e 0 isolado de Fusarium sp.
(Tabelal). A andlise de agrupamento mostrou que osisolados
de T. stromaticum e de Hypocrea ficaram no mesmo grupo, e
gue taisisolados foram geneticamente distantes do isolado de
Fusariumsp. (Figural).

Taxonomia

Os dados morfoldgicos e moleculares permitiram a

proposicdo da seguinte nova espécie de Hypocrea:
Hypocrea stromatica Bezerra, Costa et Bastos, sp. hov.
(Figura2).

Stromata solitaria, ochraceavel pallide-brunnea, 0,5-
1,3mm. Asci cylindrici, 78-93 x 4,3-5,0 um, apiceincrassato
praediti. Ascosporae bicellulares, ad septum disarticulatae,
ellipsoidese, 9,7-11,4x 3,5-4,0 um, partedigtali, 4,5-5,7x 3,5-4,0
pum, parte proximdi, 4,0-5,7x3,4-4,0 um, hyalinae, verrucul osee.
HOL OTYPUS HERBARIO CEPEC 94.140.

Anamorfo. — Trichoderma stromaticum Samuels &
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Pardo-Schultheiss, Mycologica Research 104 (6):760-764. 2000.

Estromas dispersos, pulvinados, de cor amarelada a
castanho-alaranjada, KOH-, de contorno quase circular, 0,5-
1,3mm dediametro, base constricta, superficie dsperadevido
as protuberancias ostiolares, com cercade 15 a 20 peritécios
por estroma. Parede do estroma pseudoparenquimatica, de
texturaangular, 35,8-57,2 um de espessura, formadade células
subhialinas, 7,2-18,6 x 5,7-11,4um, com paredes 0.57-0,86 um
de espessura. Peritécios subglobosos 114-160 um de alturae
114-143 pm delargura, com ostiolo papilado, 86-93 umdeatura
€33-57 umdelargura, cand ogtiolar 14,3-17,0 um de diémetro.
Ascoscilindricos, octospdricos, 78,0-93,0x 4,3-5,0 um, levemente
espessados no apice. Ascésporos oblongos a elipsoides,
bicelulares, fortemente constritos no septo, de paredes ésperas,
9,7-11,4 x 3,5-4,0 um, separando-seem duas célulasdesiguais
hialinas; célulaapical subglobosa4,5-5,7 x 3,5-4,0um ecélula
basd levemente atenuada4,0-5,7 x 3,4-4,0um. Conidioshidinos,
tornando-se amarelados, castanho-claros, verdes ou amarelo-
esverdeados em massa. Alguns isolados esporulam formando
“ilhas’ de conidios sobre todaasuperficie do meio. Os conidios
desenvolvem-se abundantemente na superficie de pustulas
(estromas) conidiais pulvinadas a hemisféricas, 1-3 mm de
diametro. Fidlides agrupadas, subglobosas a ampuliformes,
congtritas no gpice, 5-7 um decomprimento e 3-4 um delargura
na regido mediana. Setas aciculares de pice estéril ou fértil,
até 70 um de comprimento e cerca de 6 um de largura,
originando-se dos conidiomas. Conidios hialinos, oblongosa
elipsdides, lisos, verdes em massa, 4,0-5,0 x 2,5-3,0 um.
Clamidésporos globosos a subglobosos terminais ou
intercalares, cercade 8 um dediametro.

Habitat

Oteleomorfo ocorre em frutos mumificados de cacau e
outras esterculiaceas, bem como, em vassouras secas de
cacaueiro. Trichoderma stromaticum tem sido isolado da
serrapilheira do cacaueiro e também da superficie de folhas
vivas da copa do cacaueiro.

Distribui¢éo geogréafica — O teleomorfo € conhecido
apenas naregido cacaueira do estado da Bahia e 0 anamorfo
tem ocorrénciatambém nos estados do Para e Rondonia.

Holotipo — BRASIL, BAHIA: Municipio de Ilhéus,
Centro de Pesquisado Cacau, 14° 45 Se39° 13' W, 03 dejunho
de 1998, sobre frutos secos de cacau, J.L.. Bezerra (HERBARIO

TABELA 1 - Matriz de similaridades genéticas entre doisisolados de
Trichoderma stromaticum, dois de Hypocrea stromatica e um de
Fusarium sp. calculada com base em 73 marcadores RAPD

Isolados

Espécie Fingica 1 3 3 1 5

Trichoderma stromaticum (1) 1,00!

T. stromaticum (2) 0,96 1,00

Hypocrea stromatica (3) 0,83 082 1,00

H. Stromatica (4) 0,84 083 093 1,00
Fusarium sp. (5) 0,09 0,06 0,09 0,09 1,00

1Coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979).
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CEPEC, 94.140); Micotecada SEFIT n°3.106, culturaisolada
de H. stromatica sobre vassouras secas de cacaul.

Outr os espécimes examinados

BRASIL, BAHIA: Municipio de lIhéus, Centro de
Pesquisado Cacau, 03 dejunho de 1998, sobre frutos secosde
cupuagu. J.L. Bezerra (HERBARIO CEPEC, 94.137); 03dejunho
de 1998, sobrefrutos secos de cacau, J.L. Bezerra(HERBARIO
CEPEC, 94.139); 03 de junho de 1998, sobre frutos secos de
cacau-do-peru. J.L. Bezerra(HERBARIO CEPEC, 94.138); 09
de julho de 2001, sobre frutos secos de cacau, J.C.B.Costa
(HERBARIO CEPEC, 94.135). Municipio de Santo Amaro,
ESOMI, 12° 33 Se38° 42" W, sobrefrutos secosde cacau. D.R.
Vieira, 20 de agosto de 2002 (HERBARIO CEPEC, 94.136),
Micotecada SEFIT n° 3.333 e 3.453, culturasisoladas de H.
stromatica sobre frutos secos de cacavl.

DISCUSSAO

O género Hypocrea é aceito na literatura como o
teleomorfo de Trichoderma Pers. Ex Fr. (Chaverri et al., 2001).
Estudos culturais comprovam que muitas espécies deHypocrea
produzem aformaconidial (Trichoderma), maso oposto ndo é
verdadeiro paraamaioriadas espécies (Gamset al ., 1980). A
descoberta do teleomorfo de T. stromaticum sugere a
possibilidade de recombinacéo sexual favorecendo a
variabilidade genética da espécie. Estromas periteciais nunca
foram observados em culturas de T. stromaticum nem em
culturas derivadas de ascosporos, porém, a ocorréncia de H.
stromatica € comum na natureza, nas condicdes da regido
cacaueiradaBahia. No momento, ndo é possivel inferir seH.
stromatica é espécie homotdlica ou heterotdlica. As culturas
conidiais apresentaram variabilidade quanto ao aspecto do
micélio, sendo observado durante os isolamentos, variacOes
na compatibilidade vegetativa entre as col 6nias formadas.

Espécies de Hypocrea, as vezes, sO podem ser
separadas pel os anamorfos, sendo os respectivos teleomorfos
praticamente indistinguiveis (Samuelset al., 1998). Hypocrea
stromatica distingue-se das demais espécies congenéricas
pelas caracteristicas (ini cas do seu anamorfo, quejustificaram
acriacéo deumaespécie novade Trichoderma (Samuelset al .,
2000). Kullnig-Gradinger et al. (2002) estudaram afilogeniaea
evolucdo do género Trichoderma utilizando o sequenciamento
da regido ribossomal (18S e 28S) e situaram a espécie T.
stromaticum, juntamente com um Trichoderma sp. ndo
identificado, em um grupo isolado das demais espécies do
género.

O uso de marcadores RAPD tem permitido o estudo da
diversidade genéticainter eintra-especifica, caracterizacéo de
racas fisioldgicas e classificagdo detalhada de isolados de
fungos (Faleiro et al., 1998; 2002; Brioso et al., 2001).
Variabilidade genéticaintra-especifica, como aobservadaentre
osisolados de T. stromaticum e H. stromatica, € comumente
detectada ao se utilizar marcadores RAPD; entretanto, quando
sd0 analisados isolados de espécies diferentes, os valores de
distancias genéticas sdo muito mais altos, a exemplo dos
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Di st ancia Genética Relativa (%

Trichoderma stromaticum (1)

T. stromaticum (2)

Hypocrea stromatica (3)
H. stromatica (4)

Fusariumsp. (5)

FIG. 1 - Andlise de agrupamento de dois isolados de Trichoderma stromaticum, dois de Hypocrea stromatica e um de Fusarium sp. baseada na

matriz de distancias genéticas, pelo método do centréide.

FIG. 2 - Hypocrea stromatica. A. Vistafrontal dos estromas; B. Corte
longitudina de um estroma mostrando peritécios e ostiolos (setas);
C. Segmento de um asco com ascosporos unisseriados; D. Culturado
anamorfo, Trichoderma stromaticum, originaria da germinagdo de
ascosporos. Barras: 1 =0,8 mm; 2=120 um; 3=5pum; e4 =2 mm.
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observados entre tai s isolados e aguel es do género Fusarium.
Asdiferencas genéticas entreisolados de T. stromaticumeH.
stromatica foram muito inferiores as observadas entre tais
isolados e os de Fusarium sp. (Tabela 1). A andlise de
agrupamento dos isolados (Figura 1) ilustratal observacéo e
mostra a similaridade genética entre os isolados de T.
stromaticumeH. stromatica.

Com base nos dados morfobiométricos, juntamente com
os marcadores moleculares, fica evidente a conexdo entre o
anamorfo (T. stromaticum) e o teleomorfo (H. stromatica)
subsidiando a descricdo da nova espécie e elucidando o ciclo
vital deste fungo.
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