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Resumo

O comércio de plantas ornamentais constitui uma promissora area do agronegacio.
Entre as plantas comercializadas com alto valor comercial encontram-se as
orquideas. Uma das maiores limitacGes para a producdo de orquideas é a incidéncia
de doencas, principalmente as causadas por fungos; sendo que, a identificacéo
rapida e correta do patégeno constitui a base para o sucesso no controle de uma
doenca. O objetivo desse trabalho foi isolar, avaliar a patogenicidade e identificar
morfologicamente isolados de fungos oriundos de orquideas. Paralelamente
objetivou-se preservar isolados para criacdo de uma colecdo de fungos patogénicos
a orquideas. Amostras de orquideas foram coletadas em Cruz das Almas,
Chapada Diamantina e Camacari. Os 0rgaos mais afetados pelas doencas foram
as folhas, seguidas de raizes e pseudobulbos. Foram isolados 64 fungos
associados a 15 géneros de orquideas. Destes, 38 isolados foram patogénicos,
sendo 24 classificados ao nivel de género. Identificaram-se dez géneros de
fungos em 12 géneros de orquidea, os mais encontrados foram Fusarium sp.,

Colletotrichum sp. e Alternaria sp.

Palavras chaves: Orquideas; identificacao; micologia.



Abstract

Commercialization of ornamental plants represents one of the most promising
agribussiness activities. Orchids are among the species with the highest commercial
value. Plant diseases, especially the ones caused by fungi are considered the main
limiting factor for commercial orchid cultivation. Rapid and precise identification of
pathogens is a fundamental step for any successful disease control program, thus,
the objective of the present study was to isolate, evaluate the pathogenicity and
identify fungal pathogens obtained from orchids. Simultaneously, the isolates
obtained were preserved in order to constitute a collection of fungal pathogens.
Samples were collected in Cruz das Almas, Chapada Diamantina and Camacari,
all in Bahia State. Disease incidence was higher in leafs, followed by roots and
pseudo-bulbs. Sixty-four fungal isolates were obtained in association with 15
orchid genera. Among them, 38 were pathogenic and 24 isolates were identified
at the genus level. Ten fungal genera were identified within 12 orchid genera.
The most commonly isolated pathogens were Fusarium sp., Colletotrichum sp.

and Alternaria sp.

Keyword: Orchids; morphological identification; mycology
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1. Introducéo

Nas ultimas décadas, com a globalizacéo, o comércio de flores e plantas
ornamentais demonstrou significativa expansao mundial, com investidores em
todos os continentes. O desenvolvimento desse tipo de agronegdcio esta
baseado na producdo de plantas e flores com alta qualidade, variedades de
formas, tecnologia de transporte, embalagens adequadas e qualificacao
empresarial (Imenes, 2001).

No Brasil o cultivo de plantas ornamentais como atividade econémica
comecgou a partir dos anos 60, sendo que a floricultura brasileira ao longo dos
anos buscou a profissionalizagéo, seguindo a tendéncia mundial (Costa 2007).
Dentre os grupos de plantas que se destacam entre os produtores estdo as
rosas e as orquideas (Buzatto, 2007).

A familia Orchidaceae € a mais diversificada do reino vegetal, com o
maior nimero de espécies, podendo ser terrestres, epifitas e rupicolas (Souza,
2005). Apresentam alto valor comercial, sendo que o Brasil dispde de grande
diversidade dessas espécies, principalmente das epifitas, apresentando uma
grande variedade de formas e cores. No entanto, caracteristicas podem ser
comprometidas pela incidéncia de doencgas, trazendo prejuizo aos produtores.

As doencas representam um dos principais fatores limitantes para a
producédo de orquideas no mundo. Um elevado nimero de doencas tem sido
registrado em orquideas e as fungicas sdo as principais. De modo geral, o
sistema de cultivo, as condi¢des climéaticas (com destaque para a temperatura
e umidade) e a eliminacdo de inimigos naturais, por meio da aplicacdo de
produtos quimicos ndo seletivos, podem levar ao aumento na incidéncia de
doencas.

O controle de doencas torna-se importante para a producdo comercial
de orquideas e o primeiro passo para um controle eficiente € a identificacdo do
agente causal. Um dos principais problemas para a correta identificacdo do
agente causal é a auséncia de trabalhos cientificos sobre as doencas de

orquideas. Alguns trabalhos foram desenvolvidos, mas, em geral, ndo



13

apresentam uma identificacao correta dos patdégenos, dificultando a tomada de
deciséo e o controle de doenca.

2. Justificativa

As orquideas sao plantas ornamentais de grande valor econémico. As
doencas causam limitagcOes para a producdo comercial dessas plantas, pois
causam sintomas que prejudicam o desenvolvimento e depreciam o valor
comercial das orquideas. Apesar disso, existem poucas informacdes confiaveis
na literatura sobre as doencas que ocorrem em orquideas no Brasil. A maior
parte das publicacdes sobre doencas em orquideas no pais sdo produzidas por
orquidofilos e ndo possuem uma base cientifica confiavel. Portanto, é
necessario que estudos cientificamente embasados sejam realizados.

O controle de doencas de plantas somente pode ser eficiente se o
agente causal for conhecido de forma inequivoca. O uso de produtos
fitossanitarios ou o manejo alternativo pode reduzir os prejuizos causados por
patdgenos. Mas, de acordo com dados do IBGE, a maioria dos produtores que
utilizam esses produtos ndo tem uma devida orientacdo sobre sua utilizacéo e
principalmente, sobre a identidade do patdgeno causador da doenca, utilizando
assim produtos nédo seletivos que causam perdas na producéo.

Dessa forma, esse trabalho propde a realizacdo de um levantamento
dos fungos causadores de doencas em orquideas coletadas no estado da
Bahia.

3. Objetivos

Objetivo geral

Isolar e identificar ao nivel de género e testar a patogenicidade de

fungos obtidos de orquideas com sintomas de doencas.
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Objetivo especifico

Este trabalho visou o isolamento, a confirmacdo da patogenicidade, a
identificacdo morfoldgica, a preservacao dos isolados e a criacdo de uma
colecdo de fungos patogénicos a orquideas.

4. Revisdao bibliografica
4.1 Orquideas

Orchidaceae é uma das maiores familias de plantas com flores,
estimando-se a existéncia de 725 géneros e 19.500 espécies. Cerca de 200
géneros e 2.500 espécies de orquideas estdo presentes no Brasil,
representando em média 10% da diversidade mundial. Vale ressaltar que,
existem varias espécies nativas que ainda nao foram catalogadas no pais
(Souza, 2005). Orquideas apresentam uma ampla distribuicdo geografica, com
adaptacdes aos mais diferentes climas e aos agentes polinizadores presentes
em cada regido (Buzatto, 2007).

Como plantas ornamentais destacam-se as encontradas em areas
tropicais e subtropicais, geralmente pela beleza e durabilidade de suas flores
(Miller, 1990). Além disso, as orquideas representam um tipo de agronegocio
em franco crescimento nas Ultimas décadas (Imenes, 2001). Existem
produtores de orquideas em todo o mundo, dentre os maiores produtores
destacam-se Estados Unidos, Japdo, Hong Kong, Holanda, Tailandia e
Alemanha (Gondim, 2005). Orquideas sdo também utilizadas nas &areas
farmacéutica, gastronémica e na industria de cosméticos (Segatto, 2002).

No Brasil, 58,3% dos produtores de orquideas dedicam-se a producao
de mudas, 19,1% de flores em vasos e 18,4% de flores e folhagens de corte,
distribuindo-se na maioria dos estados brasileiros. Os principais paises
importadores sdo Taiwan, Estados Unidos e Alemanha, adquirindo
respectivamente 31,63%, 23,62% e 19,11% da producdo. No comercio
nacional datas importantes do calendario como o dia das maes, dos
namorados, finados, natal e ano novo, sdo 0s periodos que ocorrem mais

vendas (Junqueira & Peetz 2002).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Distribui%C3%A7%C3%A3o_geogr%C3%A1fica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Poliniza%C3%A7%C3%A3o
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Na Bahia a comercializacdo de mudas, junto com a producao de flores
de corte ganham destaque, principalmente nas exportacdes para paises como
Angola e Portugal. Além disso, regides de altitudes, alta temperatura e umidade
do estado como a Chapada Diamantina e Planalto de Maracéds sdo propicias
para o cultivo de orquideas em grande escala. No entanto, existe uma caréncia
na profissionalizacdo da producdo nessas regides para que possa ser
direcionada ao mercado exterior (Junqueira & Peetz 2002).

4.2 Doengas em orquideas

No mercado de plantas e flores ornamentais, existe grande exigéncia de
gualidade pelos consumidores. A incidéncia de doencas e a auséncia de
residuos quimicos estdo dentre os fatores observados pelo mercado
(Noordegraaf, 1994). Portanto, o controle fitossanitario € um fator determinante
para o sucesso da producéo.

Mesmo apresentando resisténcia a muitos patdégenos as orquideas,
ainda assim sofrem com a ocorréncia de um grande numero de doencas. As
condicbes de cultivo das plantas, umidade, temperatura e densidade
influenciam na ocorréncia de problemas fitossanitarios por proporcionar (Costa,
2007). A identificacdo rapida e correta do patdégeno constitui a base para o
sucesso na estratégia de controle de uma doenca. O desenvolvimento dessas
estratégias requer conhecimentos sobre a etiologia do patdgeno, sua forma de
dispersdo, modo e momento em que a infeccdo ocorre e 0s mecanismos de
defesa da hospedeira (Imenes, 2001). Dependendo do patdégeno, andlises
morfolégicas podem ser utilizadas para identificar e agrupar pelas semelhancas
com espécies ou géneros ja descritos, a exemplo do que ocorre com boa parte
dos fungos (Alfenas; Mafia, 2007). A partir de uma correta identificacdo do

patdgeno pode-se controlar as doencas de forma mais efetiva (Imenes, 2001).

4.3 Fungos como agentes patogénicos

Fungos sdo organismos eucarioticos, uni ou pluricelulares, néo

fotossintéticos que se alimentam por meio da absorcdo de nutrientes (Luz,
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2001). Podem estar presentes em diversos tipos de ambiente, sendo facilmente
dispersos pelo ar, podendo assim percorrer muitos quildmetros (Alexopoulos,
1996).

Os fungos destacam-se como um dos principais agentes patogénicos,
podendo limitar o desenvolvimento de algumas plantas. Os prejuizos podem
ser diretos, como perdas na producao, na qualidade ou ainda na receita com
produtos menos rendaveis, ou ainda o prejuizo pode ser indireto afetando o
produtor, o consumidor e até mesmo o estado (Pitta, 1995). Podem causar
doencas em diversas partes dos vegetais, seja na sua forma anamorfica como
na teleomorfica (Warumbi; Coelho, 2004).

Dentre os fungos patogénicos a orquideas destacam-se Colletotrichum,
Phyllosticta, Fusarium, Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii. Esses fungos
causam manchas foliares, murchas, podriddes em flores e podridées em
bulbos, respectivamente (Kimati et al., 2005; Bergamin et al., 1995; Volpin,
1991; Punja, 1985).

5. Material e métodos

5.1 Amostragem, isolamento e preservacao:

Visitas foram realizadas durante o periodo de janeiro a abril de 2010
em cultivos de orquideas em Cruz das Almas, Chapada Diamantina e
Orquilandia tropical em Camacari. Plantas com sintomas aparentes de
doencas foram coletadas e trazidas para o laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da UFRB.

As coletas e isolamentos foram feitos por meio de dois procedimentos:
1) Amostras foram retiradas de flores, folhas, bulbos, pseudobulbos e raizes
de diversas espécies de orquideas. Fragmentos de aproximadamente 2 cm da
intersecdo entre as areas lesionadas e as sadias foram retiradas,
desinfestados superficialmente durante dois minutos em alcool 70% e
hipoclorito de sédio 1 %, posteriormente foram realizadas duas lavagens em

agua destilada esterilizada. Os fragmentos foram transferidos para placas de



17

Petri contendo meio de cultura BDA — Batata Dextrose Agar ; 2) Amostras de
estruturas fangicas de raizes, folhas e pseudobulbos que apresentavam
lesGes foram coletadas com auxilio de estilete e transferidas para meio BDA.
Céamaras umidas foram preparadas em placa de Petri com algoddo umidecido
e agua esterilizada para a manutencdo da umidade. Partes de plantas com
sintomas foram transferidas para essas camaras e observadas diariamente
para detectar a formacdo de esporos do patégeno. Os esporos produzidos
foram transferidos para meio BDA.

As culturas foram incubadas a temperatura ambiente e a purificacdo
dos isolados contaminados foi feita quando necessaria. Os fungos foram
crescidos em meio de batata dextrose agar (BDA) 1/5 e posteriormente
discos com micélio foram transferidos para frascos de vidro contendo agua

esterilizada para a preservacéo.

5.2 Testes de patogenicidade:

Para a confirmacdo da patogenicidade, micélios dos fungos foram
inoculados em exemplares sadios do mesmo género de orquidea de onde
foram isolados, de duas formas distintas: a) com ferimentos na superficie da
planta (folha, pseudobulbo ou raiz) com auxilio de um estilete estéril, b) sem
ferimento e controle com ferimento e sem ferimento tratado com &gua
esterilizada. As partes das plantas inoculadas foram incubadas em camara
Umida (em placas de Petri) e mantidas em BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 28°C. Inculacdes também foram feitas em plantas na casa de
vegetacdo, sendo essas incubadas em camara umida durante 24 horas. Os
sintomas foram observados até o vigésimo quinto dia, dependendo do
microrganismo inoculado. O microrganismo foi reisolado e comparado com o

gue foi inoculado, fechando os postulados de Koch.

5.3 Identificacdo dos fungos:

As identificacfes foram feitas por meio da observacdo de laminas em
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microscépio de luz. As laminas foram preparadas por raspagem da placa de
Petri e por microcultivo. Para o microcultivo, uma laminula foi transferida para a
superficie do meio de cultura BDA para que o fungo crescesse sobre a
laminula. Apds 10 a 15 dias a depender do isolado, a laminula foi retirada e
tranferida para uma lamina contendo lactofenol e azul de metileno ou azul de
algodédo para facilitar a observagdo das estruturas. As observagbes e

fotografias foram feitas em um microscépio de luz (Primer Star, Zeiss)

6. Resultados e discussao

Para catalogar os isolados, um banco de dados em Excel® foi criado.
Foram isolados 64 fungos em associacdo com 15 diferentes géneros de
orquideas nos locais amostrados. Nesse trabalho foram considerados apenas
os fungos testados em suas hospedeiras de origem para a confirmacdo da
patogenicidade. Dentre os 64 isolados obtidos, 38 foram patogénicos (Fig.
1A). As partes das plantas mais afetadas pelos patdégenos foram as folhas,
seguidas pelas raizes e pseudobulbos, como apresentado na Fig. 1B.

N&o foi possivel confirmar a patogenicidade dos fungos isolados dos

seguintes géneros de orquideas: Mocara, Sobralia e Notylia.

(A) (B)

o0
80
70
a0

35
30
25
20
15
10

B Fungos
petogénicos

Parcentagem

B Fungos no
petogénicos

40

20
10

Fungas Partes das plantas

Figura 1. Fungos patogénicos a orquideas. Os dados sédo apresentados em
relacdo numero total de amostras analisadas - 64 (A). Partes das plantas
infectadas por patégenos. Os dados sao apresentados em porcentagem em
relacdo ao total de amostras com fungos cuja patogenicidade foi confirmada -
38 (B).

WFolhas
50 W Flores

a0 H Pseudobulbos



19

Tabela 1. Patdbgenos de orquideas que tiveram a patogenicidade

confirmada nas respectivas hospedeiras de origem.

Fungos Hospedeiras Frequéncia PCF* P S F**
Alternaria sp. Denfal sp. 1 Sim 7 dias N&o
Vanda sp. 1 Sim 16 dias N&o
Aspergillus sp. Vanda sp. 1 Sim 7 dias N&o
Colletotrichum sp. Oncidium sp. 1 Sim 21 dias N&o
Denfal sp. 1 Sim 6 dias Sim
Epidendrum sp. 1 Sim 14 dias N&o
Gramathophyllum sp. 1 Sim 5 dias N&o
Cyrtopodium sp. 1 Sim 3 dias N&o
Fusarium sp. Gramathophyllum sp. 1 Sim 5 dias N&o
Cattleya sp. 3 Sim 21 dias N&o
Epidendrum sp. 1 Sim 7 dias N&o
Maxillaria sp. 2 Sim 5 dias N&o
Rodriguesia sp. 1 Sim 11 dias N&o
Oncidium sp. 2 Sim 7 dias Sim
Phoma sp. Encyclia sp. 1 Sim 21 dias Sim
Phomopsis sp. Bulbophyllum sp. 1 Sim 21 dias N&o
Phyllosticta sp. Denfal sp. 1 Sim 6 dias Né&o
Rhizopus sp. Maxillaria sp. 1 Sim 5 dias Né&o
Trichothecium sp. Colmanara sp. 1 Sim 21 dias Sim
Verticillium sp. Epidendrum sp. 1 Sim 21 dias Né&o
TOTAL 24

PCF* - Patogenicidade com ferimento; PSF** - Patogenicidade sem ferimento

Dentre os 38 isolados patogénicos, 24 foram identificados ao nivel

de género. Os outros 14 isolados patogénicos nao foram identificados por

nao formarem estruturas de reproducdo em meio de cultura. Dentre os 24

isolados identificados foram encontrados 10 géneros em 12 géneros de

orquideas (Tabela 1). Fusarium sp. foi o género mais frequentemente

patogénico a orquideas, seguido de Colletotrichum sp. e Alternaria sp.

A partir

patogenicidade foi confirmada nos testes realizados.

daqui

serdo descritos os géneros de fungos cujo
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Fusarium sp. foi isolado dos seguintes géneros de orquidea:
Cattleya sp., Epidendrum sp., Rodriguesia sp., Gramathophyllum sp.,
Maxilaria sp. e Oncidium sp. O sintoma caracteristico desse género foi a
inducéo de podriddo nos tecidos das plantas (Fig. 2). Quando instalado na
raiz pode interferir na absorcdo de agua e minerais podendo em curto
prazo levar a morte da planta.

O fungo esta distribuido mundialmente, apresentando uma grande
ocorréncia em regides tropicais (Coto, 2007), incluindo orquideas dos
géneros Cattleya sp., Gramathophyllum sp. e Oncidium sp. (Watson, 2008).

Fusarium sp. ndo parece ser comum como causador de manchas foliares,

mas como causador de podriddes nos bulbos e rizomas.

Figura 2. Fusarium sp. causando doenca em Gramathopyllum sp. A —
folha com sintomas causandos pelo patégeno. B — fidlides do fungo e
conidios. C — conidios multicelulares e clamiddsporo.
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Colletotrichum sp. foi patogénico aos seguintes géneros de
orquideas: Oncidium sp., Denfal sp., Epidendrum sp. e Gramathophyllum
sp. Os sintomas tipicos sdo manchas foliares conhecidas como
antracnose (Fig. 3). Colletotrichum sp. é um dos patégenos mais comuns
em diversos espécies de orquideas. No Rio de Janeiro, esse patégeno foi
encontrado em todos o0s géneros citados acima, com excec¢do do hibrido
Denfal (Klein, 2008). O fungo seguramente ja foi registrado em mais de 58

géneros de orquideas (Klein, 2008).

F‘ig-urra 3. Colletotrichum sp. em orquideas. (A) Sintomas em folhas de
Gramathophyllum sp. (B) Denfal. (C) Oncidium. (D-E) Esporos tipicos de
Colletotrichum sp.
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Alternaria sp. vanda sp. e Denfal sp. foram infectadas por Alternaria
sp.. Esse género é comumente associado a plantas ornamentais, mas nao foi
citado em outros trabalhos como patogénica a orquideas. Alternaria sp. foi
encontrada como endofitica em orquideas e responsavel pela producédo de
substancias antibacterianas (Vaz et al., 2009). Os sintomas tipicos sdo uma
senescéncia acelerada em folhas, ndo sendo comum a formagdo de manchas

foliares bem definidas (Fig. 4).

N .\‘q:,;\ - e ;‘ - -
Figura 4. Alternaria sp. em orquideas do género Vanda sp.. (A) Sintomas em
uma planta cultivada em casa-de-vegetacdo. (B) Sintomas em folhas re-
inoculadas. (C) e (D) Esporos de Alternaria sp..
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Sete outros géneros de fungos foram registrados (Tabela 1). A maior
parte deles parece nédo ter sido registrada em orquideas, com excecdo de
Phyllosticta sp. e Phoma sp. (Watson, 2008). Os outros géneros podem ter
sido isolados como oportunistas e terem causado sintomas em folhas
destacadas pois estas podem apresentar uma menor resisténcia. Por exemplo,

Rhizopus sp. e Thricothecium sp. jamais foram relatados como patégenos de

plantas (Fig. 5).

Figura 5. Estruturas dos fungos patogénicos a orquideas. (A) Verticillium sp.;
(B) Phomopsis sp.; (C) Rhizopus sp.; (D) Thrichothecium sp.; (E) Aspergillus
sp.; (F) Phoma sp.; (G) Phyllosticta sp.
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7. ConsideracOes Finais

Foram identificados por meio da analise das estruturas morfoldgicas 24
isolados de fungos patogénicos a orquideas. Esses fungos fazem parte de uma
colecdo organizada de patégenos de orquideas. Infelizmente, ndo foi possivel
identificar alguns dos isolados, pois 0s mesmos nao produziram estruturas de
reproducao.

Trabalhos futuros deverdo focar a utilizacdo do sequenciamento de
genes informativos filogeneticamente para fazer a identificagdo desses
isolados.

Algumas espécies e registros novos certamente estdo presentes dentre
os fungos estudados. Por exemplo, o isolado de Colletotrichum obido de
Oncidium sp. foi recentemente utilizado em um outro trabalho do Laboratério
de Microbiologia e Fitopatologia e pelas caracteristicas de suas sequéncias de
DNA este pertence a espécie olletotrichum. tropicale, recentemente descrita e
jamais relatada em orquideas.

Esse trabalho podera beneficiar produtores e colecionadores de
orquideas, auxiliando no controle dos patégenos de diferentes géneros, pois

produtos mais especificos podem ser usados para o controle das doencas.
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