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Prospecção de substâncias inibitórias 
do crescimento micelial in vitro de 

Moniliophthora perniciosa, agente causal da 
vassoura de bruxa do cupuaçuzeiro

Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de óleos 
essenciais de plantas da família Piperacea sobre o desenvolvimen-
to de micélio Moniliophthora perniciosa, isolado de cupuaçuzeiro 
(Theobroma grandiflorum), pelo método de microdiluição. Isolados 
do fungo provenientes de basidiocarpos coletados de vassoura-de-
-bruxa de cupuaçuzeiro seca foram cultivados em meio de cultura 
batata-dextrose-sacarose-ágar (BDSA). Os testes foram realizados 
pela técnica de microdiluição (National Committee for Clinical La-
boratory Standards, 2003) em meio líquido batata-sacarose (BS) e 
Tween a 0,5%, contidos em placas de células com 96 poços estéreis. 
Cada óleo essencial foi pesado e diluído em meio líquido de batata-
-sacarose (BS) + 200 μL de Tween a 0,5%, homogeneizado de modo 
a se obter as seguintes concentrações: 0 mg mL-1, 11,990 mg mL-1, 
19,980 mg mL-1, 33,310 mg mL-1, 55,520 mg mL-1, 92,530 mg mL-1, 
154,20 mg mL-1, 257,00 mg mL-1 e 428,4 mg mL-1. Posteriormente, 
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300 μL do meio com o óleo em cada concentração foram distribu-
ídos em placa de cultura de células de 96 poços. Após a distribuição 
seccionaram-se pequenos discos de micélio com 0,5 mm e repica-
dos da extremidade de colônias do fungo com 5 dias de crescimen-
to ativo. As placas foram fechadas e incubadas a 25 °C ± 1 ºC por 
72 horas. A eficiência dos óleos essenciais de Piper aduncum, Piper 
hispidinervum, Piper dilatatum e Piper marginatum foi superior a de 
outros óleos testados. Os óleos essenciais de Piper captarianum e 
Piper hispidum têm potencial para controle de M. perniciosa, sendo a 
redução do crescimento micelial diretamente proporcional ao aumen-
to das concentrações.

Termos de indexação: microdiluição, óleos essenciais, Piperacea.

Prospection of inhibitory substances of in vitro micelial 
growth of Moniliophthora perniciosa, causal agent of 

cupuaçuzeiro brown broom
]
Abstract – The purpose of this work was to evaluate the effect of es-
sential oils from plants of the Piperacea family on the mycelial deve-
lopment of Moniliophthora perniciosa, using the microdilution method. 
The fungus isolates were obtained from basidiocarps collected from 
dried cupuaçuzeiro witches' brooms and grown in potato, dextrose, 
sucrose and agar (BDSA). The tests were carried out by the micro-
dilution technique (National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards, 2003) in potato, sucrose (BS) and 0.5% Tween liquid medium, 
contained in cell plates with 96 sterile wells. Each essential oil 
was weighed and diluted in liquid medium BS + 200 μL of 0.5% 
tween and homogenized in order to obtain the following concen-
trations: 0 mg mL-1, 11,990 mg mL-1, 19,980 mg mL-1 33,310 mg mL-1, 
55.520 mg mL-1, 92.530 mg mL-1, 154.20 mg mL-1, 257.00 mg mL-1 and 
428.4 mg mL-1. Subsequently, 300 μL of the medium with the diffe-
rent concentrations of the oil were distributed in each well of the cell 
culture plate. Next, small mycelium discs, 0.5 mm in diameter, were 
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sectioned from the end of the fungus colonies, with five days of active 
growth, and deposited over each orifice. The plates were closed and 
the colonies incubated at 25 °C ± 1 °C for 72 hours. The efficiency of 
a Piper aduncun, Piper hispidinervum, Piper dilatatum and Piper mar-
ginatum essential oils in reducing the mycelial growth of M. perniciosa 
was superior to the other tested oils and directly proportional to the 
increase in concentrations.

Index terms: microdilution, essentialoils, Piperacea.

Introdução

O fungo M. perniciosa é o agente causal da vassoura de bruxa, 
principal doença do cupuaçuzeiro (Theobroma grandiflorum). Além 
do cupuaçuzeiro, o fungo afeta outras espécies de plantas, inclusive 
do gênero Theobroma, sendo o Theobroma cacao o mais importante, 
em que o ataque severo da doença pode dizimar plantações (Bastos, 
1990). As infecções do patógeno ocorrem nos tecidos meristemáti-
cos das plantas, como os novos lançamentos foliares, flores, frutos 
jovens, provocando hiperplasias com intensas brotações nos ramos 
laterais, queda e secamento das flores e paralisação do crescimento 
e posterior mumificação dos frutos, o que acarreta sérios prejuízos 
aos agricultores (Lima; Souza, 1998). Em decorrência desses danos 
causados por vassoura de bruxa, diversas tentativas de controle des-
sa doença são desenvolvidas, tais como a poda fitossanitária, que 
consiste na remoção de partes doentes da planta, e uso de materiais 
resistentes à doença. Não há, até o momento, nenhum produto quí-
mico registrado para o controle da doença em cupuaçuzeiro, sendo 
que a busca por alternativas de controle, como o biológico, o uso de 
extratos, óleos essenciais e substâncias de plantas medicinais, por 
exemplo, pode caminhar para o desenvolvimento de um sistema de 
cultivo agrícola mais sustentável com menor uso de agrotóxico (Sil-
va; Bastos, 2007). Portanto, a prospecção de substâncias capazes 
de influenciar o crescimento micelial de M. perniciosa in vitro, além 
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de permitir o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para 
realização dessas análises, poderá contribuir posteriormente para 
conhecimento dos mecanismos moleculares relacionados à inibição 
do desenvolvimento do fungo, com efeito no desenvolvimento de for-
mulações a serem utilizadas nas estratégias de controle da doença. 
Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito 
de substâncias de óleos essenciais de plantas da família Piperacea 
sobre o desenvolvimento de micélio M. perniciosa isolado de cupua-
çuzeiro pelo método de microdiluição.

Material e Métodos 

O experimento foi realizado no Laboratório de Fitopatologia da 
Embrapa Amazônia Ocidental. O isolado de M. perniciosa utilizado 
no experimento foi proveniente de basidiocarpos coletados de vas-
souras-de-bruxa de cupuaçuzeiro secas. O cultivo do micélio foi feito 
em meio de cultura batata-dextrose-sacarose-ágar (BDSA). Foram 
selecionados os óleos P. marginatum, P. hispidum, P. aduncum, P. 
dilatatum, P. hispidinervum e P. capitarianum para os testes quanto 
à inibição do crescimento micelial do fungo. Os óleos foram extraí-
dos pelo processo de hidrodestilação em aparelho de Clevenger, no 
Laboratório de Plantas Medicinais da Embrapa Amazônia Ocidental. 
Cada óleo essencial foi pesado e diluído em meio líquido de batata-
-sacarose (BS) + 200 μL de Tween a 0,5%, homogeneizado de modo 
a se obter as seguintes concentrações: 0 mg mL-1, 11,990 mg mL-1, 
19,980 mg mL-1, 33,310 mg mL-1, 55,520 mg mL-1, 92,530 mg mL-1, 
154,20 mg mL-1, 257,00 mg mL-1 e 428,4 mg mL-1. Posteriormente, 
300 μL do meio com o óleo em cada concentração foram distribuídos 
em placa de cultura de células de 96 poços. Após a distribuição sec-
cionaram-se pequenos discos de micélio com 0,5 mm, repicados da 
extremidade de colônias do fungo com 5 dias de crescimento ativo. 
Os discos foram imersos na solução de cada óleo em cada concen-
tração por um período de 72 horas. Após esse tempo, eles foram re-
picados para placa de Petri contendo meio de batata-dextrose-saca-
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Tabela 1. Diâmetro médio das colônias (cm) de Moniliophtora perniciosa com óleo 
essencial de Piper.

Concen-
trações 

(mg mL-1)

Piper 
aduncum

Piper 
marginatum

Piper 
hispidi-
nervum

Piper 
hispidum

Piper 
capitarianum

Piper 
dilatatum

0 3,6 3,0 3,45 3,3 3,05 3,05

11,99 0 0 0 3,3 2,55 0

19,98 0 0 0 2,85 0 0

33,31 0 0 0 0,9 0 0

55,52 0 0 0 0,85 0 0

92,53 0 0 0 0 0 0

154,2 0 0 0 0 0 0

257,0 0 0 0 0 0 0

428,4 0 0 0 0 0 0

rose-ágar (BDSA) e incubados a 25 ºC. A avaliação foi realizada após 
4 dias com a medição do diâmetro do crescimento radial da colônia. 
O delineamento foi inteiramente casualizado com quatro repetições 
e nove concentrações.  

Resultados

O crescimento micelial de M. perniciosa foi inibido totalmente a 
partir da concentração de 11,99 mg mL-1 dos óleos essenciais de P. 
aduncum, P. hispidinervum, P. dilatatum e P. marginatum (Tabela 1). 

Não houve diferença significativa entre as médias dos trata-
mentos da concentração inicial e a testemunha para o óleo essencial 
de P. capitarianum (n = 36; t = 2; P <0,092) (Tabela 2), entretanto não 
houve crescimento micelial nas demais concentrações (Figura 1).
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A inibição do crescimento do fungo pelo óleo essencial de P. 
hispidum ocorreu a partir da concentração de 92,53 mg mL-1, entre-
tanto houve diferença estatística entre os tratamentos das concentra-
ções 33,31 mg mL-1 e 55,52 mg mL-1 (n = 36; F = 82,133; P < 0,001), 
(Figura 2).

Tabela 2. Diâmetro médio das colônias de Moniliophtora perniciosa com óleo essen-
cial de Piper capitarianum.

Concentrações (mg mL-1) Diâmetro médio da colônia (mm)
0 28,25 a

11,99 26,25 a
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste t (P < 0,092).

Figura 1. Crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa nas diferentes con-
centrações de Piper capitarianum.
Fonte: Felipe Cordeiro (2019).



49Entomologia/Fitopatologia

Figura 2. Crescimento micelial de Moniliophthora perniciosa nas diferentes concen-
trações de Piper hispidum. 

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Bonferroni (P < 0,001).

Fonte: Felipe Cordeiro (2019).

Discussão

Os óleos essenciais de P. marginatum, P. aduncum, P. hispi-
dinervum e P. dilatatum agiram como fungicida. Entre as atividades 
atribuídas ao óleo essencial de P. aduncum estão as: antibacteria-
nas, inseticidas, larvicidas, de inibição das enzimas citocromo P450 e 
epoxidase (Pohlit et al., 2006; Silva; Bastos, 2007). Silva et al. (2013) 
verificaram que a germinação de esporos de M. perniciosa apresen-
tou 100% de inibição nas concentrações de 0,5; 0,75; 1,00 μl/mL de 
P. hispidinervum. Em seus estudos, Feitosa et al. (2016) observaram 
inibição total do crescimento micelial de M. perniciosa utilizando 
o método de disco de difusão nas concentrações de 25%, 50% 
e 75%/vv do óleo essencial de P. marginatum. Por outro lado, 
Silva e Bastos (2007) verificaram que o óleo de P. marginatum nas 
concentrações de 0,75 μL mL-1 e 1 μL mL-1 foi efetivo na inibição 
em 100% de crescimento dos fungos Crinipellis perniciosa. Diante 
desses resultados devem ser testadas concentrações menores que 
11,99 mg mL-1 para os óleos de P. marginatum, P. aduncum, P. hispi-
dinervum e P. dilatatum, para se determinar a concentração mínima 
de inibição do fungo.
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Conclusão

Conclui-se que a eficiência dos óleos essenciais de P. adun-
cun, P. hispidinervum, P. dilatatum e P. marginatum foi superior a dos 
outros óleos testados. Os óleos essenciais de P. capitarianum, P. his-
pidum têm potencial para controle de M. perniciosa, sendo a redução 
do crescimento micelial diretamente proporcional ao aumento das 
concentrações.
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