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Producao de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa e avaliacdo de clones
de cupuacuzeiro quanto a resisténcia a vassoura-de-bruxa

Wenceslau Nascimento de Melo" e Maria Geralda de Souza™

“Universidade Federal do Amazonas {Ufam}, Departamento de Ciéncias Florestais, Av. Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 3.000,
Campus Universitario, Reitoria, Bairro Coroado |, CEP 69077-000, Manaus, AM. E-mail: wenceslaumelo@ufam.edu.br; ‘Z’Embrapa
Amazonia Ocidental, Rodovia AM 010, km 29, Zona Rural, Caixa Postal 319, 69010-970. Manaus - AM. E-mail:
geralda@cpaa.embrapa.br

Resumo - A cultura do cupuacu vem se destacando dentre as fruteiras nativas da Amazonia, por
apresentar opcdes de carater rentavel significativas. Além do consumo da polpa e suas diferentes
utilizacbes, as améndoas sdo utilizadas na fabricacdo do cupulate. Entretanto a vassoura-de-
bruxa, doenca causada pelo fungo Crinipellis perniciosa, vem acarretando os maiores prejuizos
aos ciclos vegetativos e produtivos do cupuacuzeiro. O uso de cultivares resistentes ao patégeno
é a forma mais eficaz e econémica de controle dessa enfermidade. Os basididsporos, liberados
pelos basidiocarpos, sdo a Unica forma infectiva desse patégeno. Objetivando a obtencéo desses
esporos para a inoculacido e avaliacdo da resisténcia de clones de cupuacuzeiro, estudou-se o
aperfeicoamento e adaptacdo, para as nossas condicdes, da metodologia para a producéo de
basidiocarpos, em condicdes de temperatura e umidade controladas. Para tanto, instalou-se
vassoureiro no campo e procedeu-se ao cultivo do fungo em meio de cultura artificial {bolachas).

Termos para indexacao: Crinipellis perniciosa, vassoura-de-bruxa, cupuacu, fitopatologia.

Production of basidiocarps of Crinipellis perniciosa and valuation of
clones of cupuacu about its resistance to witches’' broom

Abstract - Culture of cupuacu (Theobroma grandiflorum) detaches among native fructiferous
trees from Amazonia, by presenting significant profitable options. Besides the use of pulp and its
different utilizations, almonds are used in the cupulate's manufacture. Nevertheless whitches’
broom, a desease caused by the fungus Crinipellis perniciosa, have been causing the greatest
damages to vegetative and productive cycles of cupuacu. The use of resistant cultivars to the
patogen is the most efficient and economic way to control this infirmity. Basidiospores, released
by basidiocarps, are the single infective structure of this pathogen. With the objective of obtain
these spores, to the inoculation of the desease and valuation of the clones of cupuacu's
resistance, were studied the improvement and the adaptation to our conditions of the
methodology of production of basidiocarps in temperature and moistness controled conditions.
For all of these, a support to witches's broom was placed in field and tillage of fungus in arificial
way of culture {crackers) was proceeded.

Index terms: Crinipellis perniciosa, witches' broom, cupuacu, phytopathology.

Introducéio da produtividade da cultura é a vassoura-de-

bruxa. Trata-se de uma doenca causada pelo

A cultura do cupuacu vem se destacando fungo Crinipellis perniciosa, considerada a

dentre as fruteiras nativas da Amazénia, por principal enfe_'rr_nidade do c.upua(;uzeiro. O

apresentar opcdes de carater rentavel fungo C. perniciosa Stahel {Singer) pertence a

significativas. Além do consumo da polpa e di visao E umycota, su bdivis ao

suas diferentes utilizacdes, as améndoas sdo Basidiomycotina, ordem agaricales e familia
utilizadas na fabricacdo do cupulate. Um dos Tricholomataceae.

principais fatores limitantes para o aumento



58

W. N. de Melo

A familia Tricholomataceae é constituida
de espécies com basidiomas pilados,
estipitados, lignicolas e capazes de reativacéo
apoés a secagem gquando sdo umedecidos {(Luz
et al., 1997). C. perniciosa é um fungo
hemibiotréfico com dois tipos de micélio: em
tecidos ainda verdes, o micélio é espesso com
5-8 um, biotréfico ou parasitico e sem a
formacao de grampo de conexao, crescendo
intercelularmente. Quando as vassouras
secam, o0 micélio torna-se saprofitico ou
necrotréfico, cresce inter e intracelularmente,
sendo menos espesso (1,5 - b um) e
apresentando grampo de conexdo (Evans,
1980). A formacéo do grampo de conexdo em
hifas de cultura monospérica, a dicariotizacédo
de hifas monocaridticas derivadas de um
Unico basidio uninucleado e a producédo de
basidiocarpos a partir de culturas
monospdricas indicam que C. perniciosa é um
fungo primariamente homotalico (Purdy et al.,
1983); {Griffith e Hedger, 1994).

A temperatura 6tima para a germinacéo e
desenvolvimento de C. perniciosa varia em
torno de 25°C, com limites minimo e maximo
entre 15 e 30°C (Baker e Holliday, 1957). A
germinacdo dos esporos € uma das fases mais
delicadas para a sobrevivéncia do patégeno e,
portanto, para a continuidade do ciclo de vida.
E controlado por uma série de fatores, tanto
genéticos quanto ambientais {Bastos, 1989).
Em regra, apdés a germinacdo dos
basididésporos formam-se apressoérios, hifas
infectivas que penetram no hospedeiro via
abertura estomacal ou por penetracdo direta
{Baker e Holliday, 1957). Apds a penetracédo
dos basididosporos nos tecidos
meristematicos, ocorre a formacdo dos
sintomas caracteristicos da doenca, como
hiperplasia e hipertrofia, que resultam do
desequilibrio hormonal durante a interacéo
patdégeno-hospedeiro, com formacéo anormal
de frutos, flores e brotos vegetativos (Evans,
1978). Com a morte desses tecidos, o fungo
persiste como saprdfita, muitas vezes por
varios anos, produzindo periodicamente os
corpos de frutificacdo, os basidiocarpos
{Bastos, 1989). A producéo de basidiocarpos
é fornecida pela ocorréncia de dias chuvosos,
seguidos por dias secos ou vice-versa, € 0
periodo de producdo ¢é dependente das
condi¢cdes climaticas de cada regido (Dalla
Pria & Camargo, 1997).

O ciclo de vida do fungo compreende uma
fase parasitica alternada com uma fase
saprofitica. Pegus {1972), citado por Bastos
{1980), postulou a teoria dual e micelial para
explicar como o fungo existe em diferentes
estados miceliais, e que o micélio primario,
monocaridtico {(ou homocario), representa a
fase biotréfica, enquanto a fase necrotréfica é
induzida pelo micélio secundario, dicariético
{ou heterocario). O monocario é o micélio
primario que se desenvolve da germinacéo de
um esporo sexual simples. O dicario é o
micélio secundario que predomina na natureza
e é 0 micélio a partir do qual se desenvolvem
os corpos de frutificacao.

O micélio monocaridtico da fase parasitica
depende do tecido vivo do hospedeiro, onde o
fungo cresce com a planta e obtém nutrientes
das células vivas para sustentar seu
crescimento e desenvolvimento (Bastos,
1990). Entretanto, quando tal crescimento
torna-se inibido, os nutrientes sollveis
tendem a tornar-se limitantes, o que leva o
fungo a invadir, colonizar e matar os tecidos,
obtendo seus nutrientes necrotroficamente,
usando seu arsenal enzimatico, mediante
enzimas degradativas tipicas de um parasita
facultativo (Evans, 1981); (Nakayama,
1995). O micélio do fungo nédo é infectivo,
somente o0s esporos sdo aptos a induzir
doencas.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Unidade da
Embrapa Amazédnia Ocidental, em campo e
em laboratdrio, no ano de 2003 e no primeiro
semestre de 2004.

Deu-se continuidade a producdo de
basidiocarpos em vassoureiro implantado no
campo. As vassouras-de-bruxa depositadas
no vassoureiro foram obtidas em coletas, em
datas aleatdrias, com a utilizacédo de tesouras
de poda ou aproveitando o material extraido,
em grande quantidade, de podas periédicas
realizadas na area de plantio de cupuacu sem
caroco. Para o transporte das vassouras-de-
bruxa para o vassoureiro, utilizaram-se sacos
plasticos de vinte litros. As demais areas de
plantio onde foram coletadas vassouras-de-
bruxa foram: area do tridngulo, PTU, peladéao,
e area da usina, todas localizadas no Campo
Experimental da Embrapa Amazénia Ocidental
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Posteriormente, as vassouras foram
dependuradas no vassoureiro de campo,
composto de nove arames galvanizados
amarrados a seis postes de madeira. A cada
dois postes, havendo uma distancia de 5
metros, foram esticados trés arames com 30
cm de espacamento entre eles e o primeiro, a
50 cm do solo. Foram confeccionados
ganchos a partir de arames de cobre
revestidos por plastico, para serem presos as
vassouras, e estas, aos arames galvanizados.

Foi instalado um mecanismo de asperséo
automatizado constituido de seis bicos
aspersores divididos em dois canos de PVC de
2 polegada posicionados a 3,5 m acima do
solo e com espacamento de 1 m entre eles. A
aspersdo foi abastecida por tubulacdo
proveniente de uma caixa d'agua de 500 L
dotada de um sistema com béia, para prové-la
de enchimento automatizado. Os bicos
aspersores eram acionados por meio de uma
balanca de mercdide ligada a rede elétrica; o
processo se da aproximadamente a cada hora
e tem duracdo de 3 minutos. O vassoureiro
foi montado em area de capoeira com bom
sombreamento natural, e com a adicdo da
névoa formada pela aspersdo obteve-se um
microclima com niveis de luminosidade e
umidade propicios para a producdo de
basidiocarpos. Novas vassouras-de-bruxa
foram regularmente adicionadas a quantidade
ja existente no vassoureiro.

Foi utilizado, também, um meio artificial
{bolachas) para a producdo de basidiocarpos
em condicdes controladas (Adaptado de
Niella et al., 1999). Para a confeccdo de 40
bolachas, foram utilizados 350 g de farelo de
trigo, 280 g de vermiculita, 42 g de gesso e
10,64 g de calcario, para uma quantidade de
480 mL de agua destilada esterilizada. Para o
preparo do meio, os ingredientes foram
misturados com gradativa adicdo de agua,
espremendo-se a mistura com as maos até
gue o excesso de agua escorresse; apos o
preparo do meio, foram distribuidos
igualmente 35 g da mistura em bandejas de
aluminio, tampadas e enroladas em papel
aluminio para facilitar o processo de
esterilizacdo em autoclave, ao qual as
bolachas foram expostas por periodo de 15-
20 minutos. Depois de retiradas e resfriadas,
foi inoculado o fungo C. perniciosa por meio
de 6 discos de meio de cultura BDA {Batata,

Dextrose, Agar) medindo 5 mm de diametro
previamente colonizados por micélio branco
cotonoso caracteristico; os discos de micélio
foram retirados de colénias novas de 20-30
dias. Transferiram-se as bolachas para
cdmara de crescimento, atentando-se para
nao agitar as bandejas e ndo desnivelar as
bolachas. Apds 15 dias em prateleiras, para
crescimento, as bandejas foram abertas para
a aplicacdo da cobertura composta de 80 g de
turfa, 20 g de vermiculita, 20 g de calcério a
qual foram adicionados 50 mL de 4agua
destilada esterilizada. A mistura foi dividida
para a cobertura em quantidades individuais
de 15 g, pesadas em balanca analitica. As
porcdes da mistura foram embaladas em papel
aluminio e submetidas ao processo de
esterilizacdo por autoclave; apds resfriadas,
cada porcdo de 15 g de mistura foi
desembalada e distribuida uniformemente
sobre uma bolacha, com o auxilio de
espdatulas, sendo estas regularmente
flambadas durante o processo para evitar
contaminacao. O processo foi finalizado com
o fechamento das bandejas.

Apés 10 dias, aproximadamente, as
bolachas foram retiradas das bandejas de
aluminio e dependuradas com arames no
interior de cadmaras de plastico medindo 1T m
de comprimento por 60 cm de largura e 60 cm
de altura. Controlou-se criteriosamente a
temperatura (em torno de 25-30°C) e a
umidade, a fim de viabilizar a producéo de
basidiocarpos.

O umedecimento automatizado das
bolachas foi realizado mediante instalacdo de
umidificadores elétricos ligados a
temporizadores programados para o
acionamento dos umidificadores a cada hora
por um periodo de 15 minutos. O
fornecimento de 4&gua para as bolachas
manteve-se constante e uniforme até que o
micélio mudasse de coloracdo passando a ter
aparéncia amarelada e, por fim, cor-de-rosa,
quando o fornecimento de agua foi
interrompido e as bolachas foram submetidas
a estresse hidrico por um periodo de b dias, ao
fim do qual o umedecimento voltou a ser
aplicado na mesma proporcéo anterior.

59



60

W. N. de Melo
Resultados e Discussio resultados levaram a obtencdo de baixa
concentracdo de esporos, ou seja,
concentracdo em glicerol 16% (<10,

A producdo de basidiocarpos no
vassoureiro e no campo foi muito reduzida,
mesmo nos meses de maior pico {maio -
julho). Esses resultados diferem daqueles
citados por Stein et al. (1996). Da mesma
forma, a producéo de basidiocarpos em meio
artificial ndo atendeu as expectativas; esses
resultados também foram discordantes
daqueles apresentados pelo autor acima
citado {Tabela 1). Conseqlientemente esses

visando ao armazenamento desses para
posterior utilizacdo em inoculacbes, néo
sendo suficiente para inocular clones de
cupuacu para testes de resisténcia ao
patdégeno. Estes experimentos deverdo ser
repetidos com adequacdo de metodologia,
uma vez que a producdo de basidiocarpos
visando a producdo de indculo se faz
necessaria nos trabalhos de selecéo de clones
de cupuacuzeiro.

Tabela 1. Resultados obtidos no periodo de junho de 2003 a julho de 2004.

Origem do material de
coleta dos basidiocarpos

N.° Basidiocarpos

Campo 500
Vassoureiro 100-150
Bolachas 50

Conclusdes

A obtencdo de basidiocarpos sob
condicoes controladas de temperatura e
umidade nao proporcionou resultados
satisfatérios que atendessem aos objetivos
propostos neste trabalho. Novos estudos e
metodologias deverdo ser desenvolvidos para
adequacdo as nossas condic6es ambientais.
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