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Isolamento e Conservacao de Moniliophthora perniciosa
Oriunda de Tecidos Infectados de Cupuacuzeiro

Gilvana Figueira Gualberto
Maria Geralda de Souza
Atila de Souza

Resumo

A vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, é a principal
doenca do cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum), constituindo-se num dos maiores
entraves para a expansao da cultura no Estado do Amazonas. A doenca é endémica na
regido, e a utilizacdo de materiais genéticos resistentes a ela é considerada a solucéao
mais econdmica, estdvel e ambientalmente desejavel. A variabilidade genética do
patégeno, bem como a auséncia de métodos consistentes para a avaliacao precoce da
resisténcia das plantas, tem limitado a identificacdao de novas fontes de resisténcia e,
consequentemente, a incorporacdao de novos genétipos de interesse ao programa de
melhoramento. Assim o objetivo deste trabalho foi coletar e armazenar isolados de M.
perniciosa de tecido infectado de Theobroma sp. Obteve-se um total de 17 isolados,
sendo 16 do Amazonas e 1 do Acre, dos seguintes hospedeiros: 13 de Theobroma
grandiflorum; 1 de Theobroma cacédo; 1 de Theobroma obovatum; 1 de Theobroma
mariae; e 1 de Theobroma subincanum.

Termos para indexacao: vassoura-de-bruxa, Theobroma sp., biologia molecular.



72

Gilvana Figueira Gualberto et al.

Introducao

A vassoura-de-bruxa, causada pelo
fungo Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer, agora denominado
Moniliophthora perniciosa (Stahel) (AIME
e PHILLIPS-MORA, 2005), é a principal
doenca do cupuacuzeiro (Theobroma
grandiflorum Wilt ex. Spreng),
constituindo-se em um dos maiores
entraves para a expansao da cultura no
Estado do Amazonas. Trata-se de uma
doenca endémica na regiao amazonica, e
as estratégias de controle para a reducao
do inéculo incluem aplicacao de métodos
quimicos, manejo e poda fitossanitaria,
que consiste na remocao dos ramos e
frutos doentes, entretanto possuem
custo elevado em mao de obra (OLIVEIRA
etal., 2005; LIMA e SOUZA, 1997).

As informacdes sobre o controle
quimico da vassoura-de-bruxa séao
resultantes de testes realizados em
cacaueiro (BASTOS e EVANS, 1979;
BASTOS, 1980), e a utilizacdo de
materiais genéticos, resistentes a
doenca, é considerada a solucdo mais
econO6mica, estavel e ambientalmente
desejavel (OLIVEIRA et al., 2005). Nesse
sentido, o programa de melhoramento do
cupuacuzeiro da Embrapa Amazobnia
Ocidental tem sido direcionado para o
aproveitamento imediato da variabilidade
genética contida nos ensaios, por meio de
selecdo de clones que combine alta
produtividade e resisténcia a vassoura-
de-bruxa.

A variabilidade do patdégeno, bem
como a auséncia de métodos
consistentes para a avaliacao precoce da
resisténcia a M. perniciosa, tem limitado
a identificacdo de novas fontes de
resisténcia e, consequentemente, a
incorporacao de novos gendtipos de
interesse ao programa de melhoramento
(ANDEBRAHAN et al., 1998). Assim a

determinacdo da diversidade genética do
patégeno é um importante componente
na selecdao de gendtipos resistentes ou
tolerantes, os quais poderdao ser usados
no programa de melhoramento da cultura
do cupuacu. Estudo dessa diversidade
genética de isolados pode auxiliar na
escolha de regides com maior diversidade
de isolados para serem usados na selecao
de plantas resistentes. Portanto é de
fundamental importancia o conhecimento
da diversidade das populacoes de
patégenos. A variacdao genética entre
isolados de M. perniciosa de cacaueiro de
varias regides da Amazobnia Brasileira foi
estudada por diversos autores (ALMEIDA
e ANDEBRHAN, 1984; BASTOS, 1990;
NIELLA et al., 2001), entretanto pouco se
sabe a respeito de M. perniciosa de
cupuacuzeiro.

Assim, o objetivo deste projeto foi
dar continuidade aos trabalhos que visam
obter maior nimero de isolados de M.
perniciosa, oriundos de algumas regides
da Amazoénia.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazonia Ocidental, localizada no Km 29
da Rodovia AM-010, em Manaus, AM.

Obtencao e cultivo de isolados de
M. perniciosa

O fungo foi isolado por métodos de
isolamento indireto e direto. No isola-
mento indireto, os isolados foram obtidos
a partir de partes de tecido vegetal infec-
tado (vassoura verde). Apds assepsia
superficial, fragmentos do material foram
colocados em meio BDA + benlate. No
isolamento direto, os isolados foram
obtidos por meio de esporos liberados de
basidiocarpos de M. perniciosa. Apoés
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coleta nos vassoureiros e no campo, foi
feita a assepsia; os basidiocarpos foram
imersos em solucao de cloranfenicol a
1% por 1 minuto e lavados, por 3 vezes,
em agua destilada, posteriormente foram
fixados com vaselina na tampa de uma
placa de petri, contendo meio agar-agua
(AA), onde, apds overnight, os esporos
foram liberados. Apds o desenvolvimento
da coldnia, o fungo foi repicado para meio
BDA, enriquecido com MLGA (1,7 g de
extrato de malte, 5 g de extrato de
levedura, 50 g de glicerol, 20 g de agar).
Aos 14 dias de crescimento, os isolados
foram transferidos para frascos de 250
mL, contendo 50 mL de meio liquido (1,7
g de extrato de malte, 5 g de extrato de
levedura, 50 g de glicerol), e submetidos
a agitacao de 120 rpm por um periodo de
10 a 14 dias, para obtencdo da massa
micelial. O micélio foi coletado por
filtracdo, lavado em agua destilada, seco
com papel toalha e armazenado em
freezer para posterior extracdo do DNA.

Obtencao de suspensao e
conservacao de esporos de M.
perniciosa

Apds coleta dos basidiocarpos nos
vassoureiros e no campo, foi feita a
assepsia e o procedimento de liberacao
de esporos como descritos anterior-
mente, porém substituiu-se a placa de
meio AA por becker de 100 mL contendo
2 mL de solucéao de glicerol a 16%. Em
seguida, o material foi deixado em tempe-
ratura ambiente em overnight. Posterior-
mente determinou-se a concentracao de
esporos utilizando-se camara de
Neubauer. As concentracdes acima de
106 esporos/mL foram armazenadas em
ultrafreezer (freezer a -80° C) para
preservacao dos esporos.

Apds a coleta, retirou-se o excesso
de agua dos basidios com o auxilio de
papel toalha. Os basidios foram fixados
com vaselina em tampa de placa de petrie
colocados sobre a boca de um becker de
100 mL contendo 2 mL de glicerol 16%; o
becker foi posto sobre o fundo de uma
placa de petri contendo papel toalha
Uumido, a fim de se criar um ambiente com
saturacao de umidade, para que o0s
basidiocarpos nao sofressem resseca-
mento e para obter melhor aproveita-
mento da liberacao de esporos.

Teste de conservacao de isolados
de M. perniciosa no método
Castellani

Foram utilizados sete isolados de V.
perniciosa para teste de conservacao no
referido método. Seis discos de micélio
foram retirados das extremidades das
colonias de cada isolado e transferidos
para tubos com tampa rosqueavel,
contendo dgua destilada e esterilizada até
o volume de aproximadamente metade da
capacidade do recipiente. Apds trés
meses, um disco de cada isolado foi
repicado para placa de petri com meio
enriquecido (MLGA, 1,7 g de extrato de
malte, b g de extrato de levedura, 50 g de
glicerol, 20 g de agar). A avaliacao foi
feita ap6és uma semana da repicagem,
anotando-se o crescimento do fungo.

Coletaram-se 100 basidiocarpos e
fez-se o processo de desinfeccdao com
solucdo de estreptomicina a 1%.
Posteriormente os basidiocarpos foram
armazenados em tubos com tampa
rosqueavel. Utilizaram-se cinco tubos
com agua e cinco tubos secos; em cada
tubo foram colocados dez basidiocarpos.
Apéds distribuicao e identificacao dos
tubos, estes foram armazenados em
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ultrafreezer (-80 °C). A avaliacao foi
realizada a cada sete dias, a partir do
armazenamento, retirando-se do
ultrafreezer um tubo com dgua e um tubo
seco, seguindo os procedimentos de
liberacdo de esporos descritos anterior-
mente.

Quantificacao de basidiocarpos
de M. perniciosa

Avaliaram-se dez vassouras secas
por tratamento: 1) vassouras secas no
campo nao destacadas; 2) vassouras
secas no campo destacadas; 3)
vassouras secas destacadas e pendu-
radas sob telado, submetidas a oito horas
de molhamento; 4) vassouras secas
destacadas e penduradas no laboratério,
em caixas de vidro, submetidas a oito
horas de molhamento. A avaliacdo foi
feita diariamente, de marco a maio de
2009.

Condicdes de cultivo

Ap6s 15 dias de desenvolvimento, o
fungo foi repicado para meio enriquecido.
Aos 14 dias de crescimento, os isolados
foram transferidos para frascos de 250
mL, contendo 50 mL de meio liquido (1,7
g de extrato de malte, 5 g de extrato de
levedura, 50 g de glicerol), e submetidos a
agitacaode 120 rpm por um periodo de 10
a 14 dias, para obtencdo da massa
micelial. O micélio foi filtrado, lavado em
agua destilada e seco em papel toalha.

Resultados e Discussao

Obtencao e cultivo de isolados de
M. perniciosa

Neste trabalho obteve-se um total de
17 isolados, destes a maioria é do
Amazonas, sendo um do Acre. Os isolados
foram obtidos dos seguintes hospedeiros:
13 de 7. grandiflorum; 1 de T. cacdo; 1de T.
obovatum; | de T. mariae; e 1 de T
subincanum (Tabela 1).

Tabela 1. Relacéo de isolados de M. perniciosa obtidos de Theobroma sp. de algumas regides da Amazonia.

Hospedeiros

Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma mariae
Theobroma subincanum
Theobroma obovatum
Theobroma cacao
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum
Theobroma grandiflorum

* Mp = Moniliophtora perniciosa

Local da coleta Codigo
Careiro Castanho, AM Mp* 24
Manacapuru, AM Mp 25
Rio Preto da Eva, AM Mp 26
Embrapa Acre, AC Mp 27
Campo Experimental do CPAA/Shift Mp 28
Autazes, AM Mp 29
Campo Experimental do CPAA/ Colecédo de Theobroma Mp 30
Campo Experimental do CPAA/ 60 ha Mp 31
Campo Experimental do CPAA/ Colecdo de Theobroma Mp 32
Campo Experimental do CPAA/Nagibao Mp 33
Campo Experimental do DAS, AM Mp 34
Balbina, AM Mp 35
Campo Experimental do DAS, AM Mp 36
Estrada de Presidente Figueiredo, Km 120, AM Mp 37
Manacapuru, AM Mp 38
Balbina, AM Mp 39
Balbina, AM Mp 40
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Obtencao de suspensao e conservacao de esporos de M. perniciosa

Obtiveram-se 34 suspensodes de esporos, que foram armazenados em freezer a
-80 °C (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo de suspensdao de esporos em estoque no ultrafreezer do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Ocidental.

N° de Registro Concentracédo Volume Local
48 1,4 x 10° 1,86 mL Rio Preto da Eva, AM
49 0.8 x 10° 2,0 mL Acre, AC
50 0.2 x 10° 1,7 mL Manacapuru, AM
51 1,1 x 10° 2,0 mL Ceplac/ AM
52 15,65 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazénia Ocidental
53 17,15 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
b4 1,25 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
55 0,2 x 10° 1,2 mL Embrapa Amazénia Ocidental
56 0,36 x 10° 4,0 mL Embrapa Amazénia Ocidental
57 4 x10° 2,6 mL Embrapa Amazonia Ocidental
58 13 x 10° 1,0 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
59 7 x 10° 2,8 mL Embrapa Amazénia Ocidental
60 3 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
61 0,12 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
62 4 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
63 0,093 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
64 0,35 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazénia Ocidental
65 17 x 10° 2,8 mL Embrapa Amazonia Ocidental
66 5 x 10° 2,5 mL Embrapa Amazonia Ocidental
67 14,5 x 10° 2,0 mL Embrapa Amazonia Ocidental
68 12 x 10° 3,56 mL Embrapa Amazonia Ocidental
69 7 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazonia Ocidental
70 5 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazonia Ocidental
71 2,01 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
72 0,3 x 10° 3,0 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
73 2,95 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
74 2,45 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
75 1,35 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazonia Ocidental
76 0,8 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazénia Ocidental
77 0,2 x 10° 1,56 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
78 0,15 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
79 4,8 x 10° 1,7 mL Embrapa Amazénia Ocidental
80 1,6 x 10° 1,6 mL Embrapa Amazoénia Ocidental
81 1,25 x 10° 1,5 mL Embrapa Amazoénia Ocidental

82 0,78 x 10° 4,0 mL Embrapa Amazénia Ocidental
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Todos os isolados do M. perniciosa, apés trés meses conservados pelo método
Castellani, quando cultivados em meio enriquecidos, apresentaram crescimento micelial

(Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento micelial de isolados M. perniciosa apés trés meses de conservacao em

agua.

Isolados

Mp 21
Mp 22
Mp 24
Mp 25
Mp 28
Mp 29
Mp 35
Mp 07

Crescimento micelial

(3 meses)

—_
*
-

A+t

(*)Os isolados marcados com + apresentaram crescimento.
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