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RESUMO

Nas Ultimas décadas, a agroindustria cacaueira brasileira sofreu com os impactos negativos causados pela
vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa. Atualmente, medidas ecologicamente
corretas sdo desenvolvidas para controlar a disseminacdo desse fitopatdgeno. O principal objetivo deste
trabalho é contribuir para a logistica reversa e valorizagdo do caldo residual de cacau como biofungicida natural
em plantas de Theobroma cacao contra a vassoura-de-bruxa. Mais especificamente, este trabalho explora o
potencial do caldo residual de cacau (Tomé-Ac¢u/PA, Brasil) para inibir a germinacdo e o crescimento de M.
perniciosa (isolado cac-257, CEPLAC/PA, Brasil) por meio de ensaios in-vitro e in-vivo (utilizando mudas do
gendtipo PA-195 de T. cacao) em comparagdo com controle negativo. Os ensaios in-vitro foram realizados
com dez solugdes diluidas do caldo residual de cacau com trés repeticdes. Observou-se uma redugdo gradativa
da germinacdo e do crescimento com doses crescentes do caldo residual de cacau. Em particular, o caldo
foram realizados com dez mudas com quatro repeticdes. Quatro dias apds a pulverizacdo do caldo residual de
cacau na concentracdo de 5%, as mudas foram submetidas & inoculagdo com o fungo. Os resultados avaliados
45 dias ap6s a inoculagdo mostraram uma influéncia negativa significativa do caldo residual de cacau na
porcentagem e ndmero de vassouras axilares das mudas. O caldo residual de cacau tem se mostrado um
biofungicida sustentavel, de baixo custo e eficiente contra M. perniciosa em plantas de T. cacao.

PALAVRAS-CHAVE: Economia Circular, Gestdo de Residuos, Logistica reversa, Cacau, Vassoura-de-Bruxa.

INTRODUCAO

Os frutos de Theobroma cacao séo de grande importancia socioecondmica no Brasil, cujo principal uso é a produ¢éo
de chocolate e produtos derivados. Um dos principais fatores que limitam sua producéo séo as doengas invasivas e
endémicas causadas por infecgBes fungicas, entre elas a vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo patogénico do género
Moniliophthora perniciosa [1,2].

Desde o primeiro registro da doenca, diferentes estratégias de controle da disseminacéo e erradicacdo tém sido
tentadas, incluindo a poda fitossanitaria, o controle quimico, a selecdo e o melhoramento genético. Atualmente,
medidas ecologicamente corretas vém sendo implementadas para controlar a disseminacdo do fitopatdégeno, com a
vantagem de serem controles de manejo integrados, mais econdmicos e menos prejudiciais a salide humana e ao meio
ambiente. Tais estratégias incluem principalmente o controle biolégico, o qual propicia de forma direta na reducéo do
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indculo ou da atividade deletéria do fitopatogeno, e de forma indireta, na inducdo de mecanismo de resisténcia
induzida do vegetal. Dentre os principais produtos de origem biolégicas utilizados, destacam-se 0s microrganismos, e
0s produtos naturais, principalmente a base de 6leos essenciais e extratos vegetais. Em particular, os compostos
fendlicos, especialmente os flavondides, merecem destaque pois sdo bem conhecidos por terem propriedades
antimicrobianas, incluindo antifungicas. Por outro lado, em plantas infectadas, os compostos fendlicos servem
de substratos para a sintese de compostos envolvidos na resisténcia a doengas assim como para a producéo de
polimeros bioresistentes no sitio de infecgdo ou préximo dele.

Entre outras etapas de pré-processamento da cadeia, as sementes de cacau sdo submetidas a fermentacéo,
secagem e torrefagdo, as quais geram quantidades significativas de subprodutos. Em particular, destaca-se o
liquido obtido naturalmente da polpa que envolve as sementes de cacau durante a fermentacéo anaerdbia [3,4].
A quantidade desse residuo ¢ significativa, pois representa em torno de 8% do peso inicial das sementes de
cacau. Sendo o segundo maior produtor de sementes de cacau do Brasil, 0 Estado do Para gera e descarta
grande quantidade de caldo residual do cacau. Hoje em dia, este residuos é meramente descartado ou serve de
ingrediente na indUstria alimenticia para a preparagdo de bebidas ou geleias. Resultados de trabalhos anteriores
do grupo de pesquisa, referentes a composicéo fisico-quimica basica do caldo residual do cacau, indicaram que
0 residuo é uma excelente fonte de matéria organica (solivel ou ndo), compostos fendlicos e substancias
minerais, sugerindo que este residuo possui potencial de ser reaproveitado no setor agricola como biofungicida
e/ou biofertilizante.

OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho é contribuir para a logistica reversa e valorizagéo do caldo residual de cacau como
biofungicida natural em plantas Theobroma cacao contra a vassoura-de-bruxa. Mais especificamente, este trabalho
explora o potencial efeito protetor indutivo do caldo residual de cacau para inibir a germinagdo e o crescimento de M.
perniciosa por meio de ensaios laboratoriais in-vitro e in-vivo, além de observagBes experimentais em campo.

MATERIAIS BIOLOGICOS

As amostras de caldo residual de cacau (CRC), obtidas em Tome-Acu/PA, consistem no acimulo de CRC coletado
diretamente do cocho de fermentagéo durante os 4 primeiros dias de fermentacdo. As coletas foram realizadas com o
auxilio de um aparato simples desenvolvido especificamente para este propdsito. As caixas de fermentacéo foram
levemente inclinadas e revestidas internamente com plastico, possibilitando, assim, a coleta por gravidade de quase a
totalidade do caldo produzido em condicfes semi-assepticas (Ver Figura 1). Apds a coleta, 0 CRC foi deixado
fermentar naturalmente por 4 anos.

Figural: a) Caixas de ferfnentai;éo levemente inclinadas e b) revestidas internamente com plastico,
possibilitando, assim, a coleta por gravidade de quase a totalidade do caldo produzido em condi¢des semi-
assepticas.

O inéculo do fungo Moniliphthora perniciosa, isolado cac-257, foi obtido de vassouras infectadas da biblioteca da
Comissdo Executiva do Plano de Plantacéo de Cacau (CEPLAC), em Marituba/PA.

2 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



@.\zﬂ'ﬁtﬁan\mﬁ DA ABES

CBESA - Congresso Brasileiro de Engenharia AB E S

As mudas do gen6tipo PA 195 de Theobroma cacao, selecionadas por ser suscetivel a vassoura-de-bruxa, foram
obtidas na CEPLAC, a partir da protruso da raiz primaria.

METODOLOGIA UTILIZADA

perniciosa. Foram testadas dez solucfes diluidas (em agua destilada estéril) de CRC, nas concentragdes de 0,00,
0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50, 3,00 e 5,00%. Os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticoes.

Os ensaios de germinacado foram realizados utilizando laminas escavadas em papéis de filtro umedecidos (com agua
destilada) dentro de placas de Petri. Em cada lamina foi depositado um pegueno bloco de &gar-a4gua 1,5% contendo
esporos de M. perniciosa e 100 pL das solugdes diluidas do CRC. O controle negativo foi realizado com 100 pL de
dgua destilada. A observagdo da germinacéo foi avaliada apds 4 horas e 24 horas de incubacdo a 25 + 1 °C em
incubadora tipo BOD sob microscopio (40x). Todos os esporos que apresentaram tubo de germinagdo foram
considerados germinados. Os resultados foram expressos na taxa de germinacdo (em %) em comparacdo com o
controle negativo.

Os ensaios de crescimento foram realizados utilizando-se placas de Petri de 9 centimetros de didmetro contendo as
solugdes diluidas do CRC incorporadas ao meio de cultura BDA. Para o controle negativo, nenhuma amostra foi
incorporada ao meio de cultura BDA. Discos de 7 milimetros de didametro contendo o fungo M. perniciosa ativo
foram depositados no meio das placas de Petri. As placas de Petri foram seladas com parafilme e mantidas em
incubadora tipo BOD a 25 + 1 °C. A avaliagdo do crescimento iniciou ap6s 2 dias e foi acompanhada até 12 dias. Os
resultados foram expressos em didmetro das col6nias do fungo (em mm), medido com paquimetro, em funcdo do
tempo.

Os ensaios in-vivo foram realizados em delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticdes utilizando a
solucdo diluida do CRC na concentragéo de 5%, resultando em 4 parcelas com 10 mudas cada. As solugéo diluida do
CRC foram aplicados nas faces do meristema apical e nas folhas por meio de pulverizagdo manual, aplicando-se cerca
de 20 mL por muda até o ponto de drenagem. Quatro dias apds a pulverizagdo das solucdes diluidas do CRC, as
mudas foram inoculadas com uma suspensdo de 2x10° basidiosporos viaveis por mL do fungo M. perniciosa,
depositando 30 pL no meristema apical. As mudas inoculadas foram transferidas para casa de vegetagdo. Os sintomas
apresentados pelas mudas individualmente foram avaliados 45 dias apds a inoculagdo. Observou-se: 0 tipo e a
porcentagem de vassoura formada (VT, vassoura terminal ou VA, vassouras axilares), 0 comprimento da vassoura
terminal (CVT), o nimero de vassouras axilares (NVA), e a variavel SINT para a porcentagem de plantas
apresentando algum sintoma da doenca, ou seja, vassouras secas, inchaco do caule, hipocétilo, peciolos e pulvinos,
cancer, supercrescimento ou hipertrofia.

ANALISE DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS

destilada estéril) do CRC sobre a germinagdo e crescimento de M. perniciosa estdo apresentados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente.

Em relagdo a germinacgdo (ver Figura 2), vale ressaltar que foi possivel observar tamanhos discretos de tubos
germinativos de emissdo de esporos de M. perniciosa apds 2 horas, sob condicfes ideais, principalmente umidade
relativa do ar (> 80%). Exceto para as solugbes diluidas do CRC nas concentragdes de 0 e 0,75%, os resultados
mostram que h& uma diferenca estatistica na taxa de germinacgédo entre os tempos de 4 e 24 horas. Ap6s 24 horas, 0s
tubos germinativos também apresentam um tamanho maior em relagao aqueles ap6s 4 horas. Os resultados também
mostram que ha uma redugdo gradativa da taxa de germinacdo com o aumento da concentracdo das solucoes diluidas
do CRC (0 a 5%) independentemente do tempo de observagdo. Em particular, apds 24 horas de observacdo, as
solucdes diluidas do CRC nas concentragdes inferiores ou igual a 0,5% nédo reduzem significativamente a taxa de
germinacdo em relacdo ao controle negativo, realizado sem aplicagdo de CRC. As solugdes diluidas do CRC nas
concentracdes de 0,75 e 1% permitem reduzir significativamente a taxa de germinacdo em aproximadamente 20% em
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relacdo aos ensaios anteriores. As solucdes diluidas do CRC nas concentracfes de 1,5 e 2% demonstram limitar
significativamente a taxa de germinagdo em relacdo a todas as concentracOes inferiores com taxas de germinagéo de
28,7 e 3,7%, respectivamente. Por fim, os resultados mostram que 0 CRC promove 100% de inibicdo da germinacédo
na concentracdo minima inibitéria (CMI) de 2,5%.
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Concentracdo do CRC na solucdo (%)
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Figura 2: Efeito da concentracdo das solugdes diluidas do CRC (0-5%) na germinacéo de esporos de M.
perniciosa, expresso pela taxa de germinacdo em %, apds 4 ou 24 horas. Os resultados estdo apresentados
como a média * o desvio padrao das trés repeticoes.
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Figura 3: Efeito das solu¢des diluidas do CRC (0-5%0) no crescimento do fungo M. perniciosa, expresso pelo
didmetro da colénia em mm, em fung¢&o do tempo (em dias). Os resultados estéo apresentados como a média
+ 0 desvio padrao das trés repeticoes.

Em relagcdo ao crescimento (ver Figura 3), observa-se um aumento quase linear do tamanho das coldnias em funcdo
do tempo, independentemente da concentracdo das solucfes diluidas do CRC. Os resultados também mostram que
h& uma redugdo gradativa do didmetro das colénias com o aumento da concentracdo do CRC (0 a 5%). As solugdes
diluidas do CRC nas concentragGes inferiores a 1% ndo afetam significativamente a cinética de crescimento. As
solucdes do CRC nas concentragbes de 1,5 e 2% permitem limitar significativamente a cinética de crescimento em
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relacdo a todas as concentracOes inferiores, além de mostrar um inicio de crescimento micelial ap6s 7 e 9 dias,
respectivamente. Em particular, os resultados mostram que o CRC promove 100% de inibi¢do do crescimento na
concentragdo minima inibitéria (CMI) de 2,5%.

No intuito de trabalhar com uma margem de seguranca, 0s ensaios in-vivo foram realizados com a solugdo diluida
do CRC na concentragéo de 5%. Os resultados dos sintomas apresentados nas mudas 45 dias ap0s a inoculagdo com
o fitopatdgeno estdo apresentados na Tabela 1. De forma geral, observa-se que a solucdo diluida do CRC apresenta
menor gravidade da doenca quando comparado ao controle negativo, exceto para a porcentagem de vassoura
terminal. As variaveis SINT, VT e CVT, relativas a porcentagem de plantas apresentando algum sintoma da doenca,
a porcentagem de vassoura terminal, e ao comprimento da vassoura terminal, respectivamente, ndo apresentam
diferencas significativas entre ambos os ensaios. Por outro lado, a porcentagem de vassouras axilares (VA) e o
nimero de vassouras axilares (NVA) sdo significativamente menores para 0 ensaio realizado com a aplicacdo do
CRC em relagdo ao controle negativo. Este dois pardmetros sdo muito importantes para avaliagdo da gravidade e
incidéncia da doenca.

Tabela 1: Sintomas apresentados pelas mudas ap6s 45 dias da inoculacdo do fungo M. perniciosa. SINT;
porcentagem de plantas apresentando algum sintoma da doenga; VT, vassoura terminal; CVT, comprimento
da vassoura terminal; VA, vassoura axilar; NVA, namero de vassouras axilares. Os resultados estao
apresentados como a média + o desvio padrao das quatro repeticdes.

Ensaio SINT VT CVT VA NVA
% % (cm) média

Controle Negativo 65,0+12,9 30,0£0,0 8,0+1,9 27,5450 3,8+0,7

CRC 45% 62,549,6 32,5¢50 6,4+1,0 15,0458 2,6+1,1

DISCUSSAO DOS RESULTADOS FRENTE A LITERATURA CIENTIFICA

Em relacdo aos ensaios in-vitro, o efeito de reducdo da taxa de germinacéo e da cinética de crescimento do fungo
M. perniciosa usando as solucdes diluidas do CRC em relacdo ao controle negativo pode estar associado ao teor de
compostos fendlicos, que sdo comprovadamente importantes substancias antimicrobianas. Varios outros estudos [5,
6, 7, 8] avaliaram o efeito de diferentes produtos naturais, principalmente leos essenciais, na inibicdo da germinacéo
efou crescimento do fungo M. perniciosa através de ensaios in-vitro, e obtiveram CMI muito abaixo das obtidas em
nosso estudo (Ver Tabela 2). Vale ressaltar que 0 CRC possui concentragBes de nutrientes essenciais, tais como
matéria organica (sollvel ou ndo), compostos fendlicos e substancias minerais, menos elevadas que os dleos
essenciais.

Tabela 2: Comparacéo das Concentragdes Minimas Inibitérias (CMI) de produtos naturais na inibi¢do da
germinacdo e/ou crescimento do fungo M. perniciosa obtidas na literatura.

Referéncia Produto Concentragéo CMI
ppm or puL/L Crescimento Germinacao
[5] 6leo essencial 0, 100, 250, 500 e 1000 100 a 500 100 a 500
[6] 6leo essencial 0, 250, 500, 750, 1000, 1250 e 1500 750 750 a 1000
[7] 6leo essencial 0, 100, 250, 500 e 1000 750
[8] 6leo essencial 125, 250, 500, e 1,000 250 a 500 1000

Em relacdo aos ensaios in-vivo, os resultados preliminares indicam que o CRC tem um efeito protetor indutivo,
sugerindo um possivel mecanismo de resisténcia. No entanto vale ressaltar que, neste estudo, a solucéo diluida do
CRC foi aplicada apenas uma vez a uma concentragdo de 5%, sendo possivel que com o uso de mais aplicacOes,
antes e/ou apds a inoculagdo do fungo, e uma maior concentragdo, haja uma maior reducdo dos sintomas
apresentados e outros pardmetros avaliados em relagdo ao controle negativo. Vérios estudos foram realizados na
tentativa de controlar a doenga com o uso de fungicidas protetores sistémicos convencionais, como o uso de &cido
salicilico, acibenzolar-S-metil (ASM) ou benzotiadiazol (BHT), ou produtos naturais, como 6leos essenciais [5] ou
extratos vegetais [9]. Em particular, [9] investigou a efic4cia da pulverizacdo foliar de mudas de cacau com vérios
extratos vegetais e observaram que os extratos de lobeira forneceram protecdo semelhante ao tratamento padrdo com
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ASM, com aproximadamente 10% de incidéncia da doenca apds 60 dias em comparagéo com 40% aproximadamente
para o controle negativo.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O principal objetivo deste trabalho foi obter provas cientifica de uma possivel valorizago do caldo residual do
cacau como biofungicida natural em plantas de Theobroma cacao contra a vassoura-de-bruxa. Mais
especificamente, por meio de ensaios in-vitro, este trabalho permitiu identificar que o caldo residual de cacau
promoveu 100% de inibicdo tanto da germinacdo quanto do crescimento de M. perniciosa na concentracdo

minima inibitoria de 2,5%. Os ensaios in-vivo preliminares indicaram para um possivel efeito protetor indutivo do
caldo residual de cacau na porcentagem e nimero de vassouras axilares das mudas.

Em posse destes resultados preliminares, ha perspectivas para o uso experimental do caldo residual do cacau no
controle biolégico integrado da vassoura-de-bruxa. Sua bioconversdo, de rejeito a biofungicida sustentavel, ¢ uma
alternativa promissora contribuindo para a eliminagdo do uso de agrotdxicos, o desenvolvimento sustentivel e a
dindmica da bioeconomia rural.
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