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PRODUCAO ARTIFICIAL DE BASIDIOCARPOS DE
Crinipellis perniciosa DO CUPUACUZEIRO EM MEIO
DE FARELO-VERMICULITA

Ruth Linda Benchimol Stein’
Tsutae Ito?

Fernando Carneiro de Albuquerque’
Risaldo Muniz do Nascimento®

RESUMO: A producéo artificial de basidiocarpos pelo isolado
C990 de Crinilpellls perniciosa do cupuaguzeiro foi obtida
apos a colonizacdo, durante oito semanas, pela fase saprofi-
tica do patégeno em um meio de cultura artificial & base de
farelo-vermiculita (50 g de farelo de trigo; 40 g de vermiculi-
ta;, 6 g de CaSOs. 2H20; 1,5 g CaCOs 120 ml de dgua
destilada; pH 7,0-7,5) e posterior transferéncia para um te-
lado com 50% de sombreamento e irrigacdo controlada, com
ciclos didrios de 6 horas de molhamento e 18 horas de seca,
objetivando induzir & produgcdo de basidiocarpos. Apés as
primeiras quatro semanas de incubacdo em laboratério, foi
acrescentada sobre as culturas uma fina camada (5-10g) &
base de musgo desidratado (200g de musgo desidratado;
50g de CaCOs; 50g de vermiculita; 125mi de dgua destila-
da). A produgcdo de basidiocarpos pelo isolado C990 de C.
perniciosa do cupuaguzeiro teve inlcio apés dez semanas de
permanencia no telado e foi observada por um periodo de 38
dias. A patogenicidade dos basidiocarpos produzidos artifi-
cialmente foi comprovada através de inoculacées em mudas
de cupuaguzeiro.

Termos para indexacdo: Crinipellis perniciosa, basidiocar-
pos, Theobroma grandiflorum, produgéo artificial.

! Eng.- Agr., M.Sc., Embrapa-CPATU, Cx. Postal 48, CEP 66017-970, Belém-PA.
2 Consultor Convénio Embrapa-CPATU/JICA.
3 Bolsista CNPqg/Embrapa-CPATU.



ARTIFICIAL BASIDIOCARP PRODUCTION OF THE
“CUPUACU” TREE PATHOGEN Crinip€llis perniciosa
USING A BRAN-VERMICULITE MEDIUM

ABSTRACT: Basidiocarps artificial production by the isolate
C990 of “cupuacu” tree pathogen Crinlp€llls perniciosa,
the witches’ broom disease agent, was achieved after a
eight-week colonization by the saprophitic phase of the
fungus on a bran-vermiculite medium (50g wheat bran; 40g
vermiculite; 6g CaSQOs. 2H20; 1,59 CaCQOs; 120ml distilled
water; pH 7,0-7,5) in laboratory conditions and subsequent
remove to a cabinet with 50% of shade and controlled daily
cycle of 6 hours of wetting and 18 hours of drying, in order
to induce basidiocarp production. After the first four weeks
of incubation in the laboratory, the application of a 5-10g
peat moss based case (200g peat moss;, 50g CaCQs; 50g
vermiculite; 125ml distilled water) was put on the incubated
cultures. The fruitification of the isolate C990 began after
10 weeks in the cabinet and lasted for 38 days. The
pathogenicity of the artificially produced basidiocarps was
confirmed through inoculations on “cupuagu” seedlings.

Index terms: Crinipellis  perniciosa, basidiocarps,
Theobroma grand/florum, artificial production

INTRODUCAO

O cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum
Schum.) é uma fruteira tropical com grande potencial eco-
némico, cujas dreas de plantio racional estdo em franca ex-
pansdo na Amazébnia (Calzavara et al. 1984, Miller et
al.1995). Este fato favorece 0 aumento da incidéncia da
principal doenca que ataca essa cultura na regido, a vassou-
ra-de-bruxa (Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer).

O agente causal da vassoura-de-bruxa é um basi-
diomiceto da familia Agaricaceae, cujos propdgulos infectivos
sdo representados unicamente por basidiosporos (Evans,
1980). Esses propagulos, liberados por corpos frutiferos do
patégeno denominados basidiocarpos, sdo produzidos apenas



em determinadas épocas do ano (Rocha & Wheeler, 1985}, o
que dificulta a condugcdo de trabalhos de pesquisa sobre a
biologia, epidemiologia e controle de C. perniciosa. Para que
esses estudos tenham continuidade, hé necessidade de um
suprimento constante desses propdgulos infectivos.

Diversos trabalhos tém sido conduzidos a fim de
produzir basidiocarpos em condigbes artificiais, mais especi-
ficamente do isolamento de C. perniciosa que infecta o ca-
caueiro. Diferentes métodos tém sido utilizados, como. micé-
lio do fungo em potes de porcelana pendurados sob arvores
(Stahel, 1919); vassouras penduradas em "cabinets” com
controle de umidade e temperatura (Suarez, 1977; Rocha &
Wheeler, 1982, 1985); micélio do patdgeno cultivado assep-
ticamente e inoculado em vassouras esterilizadas (Purdy et
al. 1983; Purdy & Dickstein, 1990); micélio inoculado em
vassouras esterilizadas embebidas em agar-dagua (Merchan,
1978; Purdy et al. 1983; Pickering & Hedger, 1987); micélio
formando estromas semelhantes a calos em meio de cultura
{Bastos & Andebrhan, 1987); e micélio inoculado em meio de
farelo-vermiculita, mantido em condigbes utilizadas conven-
cionalmente para a produgcdo de cogumelos (Elliot, 1985;
Griffith & Hedger, 1993).

O objetivo deste trabalho foi testar, no isolamento
C990 de C perniciosa do cupuacuzeiro, a metodologia de
produgdo artificial de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa
proposta por Griffith & Hedger (1993) para isolamentos do
cacaueiro.



MATERIAL E METODOS

Para a produgdo artificial de basidiocarpos de
C perniciosa do cupuaguzeiro na auséncia desse hospedeiro,
foi testada a metodologia proposta por Griffith & Hedger
(1993), com modificac6es no periodo de molhamento e no
controle de temperatura e umidade. Foi utilizado o meio de
farelo-vermiculita, em cujo preparo misturou-se 50g de farelo
de trigo, 40g de vermiculita; 6 g de CaS0O4 2H20; 1,5g de
CaCOs; e 120ml de dgua destilada (pH 7,0-7,5). Apds a ho-
mogeneizacdo, o meio foi distribuido em cinco bandejas des-
cartaveis de aluminio (15 x 10 x 5 cm), na propor¢cdo de 25 a
30g de meio de cultura/bandeja, e autoclavado (20 minutos;
15 psi). Apds o resfriamento, cada bandeja foi inoculada com
dois discos equidistantes de micélio (@ = 5bmm) retirados
com vazador-de-rolha da extremidade de coldnias de um iso-
lamento de C. perniciosa do cupuaguzeiro (C990), obtido em
Castanhal, A, e cultivado por 15 dias em meio de cultura de
extrato de malte-agar (Extrato de malte 3g; Extrato de leve-
dura 2g; KH2PO4 0,5g; MgSO4 0,5g; Agar 20g; Agua destila-
da 1.000 mi)

Apds quatro semanas de incubagcdo no laboratorio,
as bandejas foram abertas em condigcées assépticas e as cul-
turas recobertas com uma fina camada (5 a 10g por cultura)
de substrato previamente autoclavado, composto de 200g de
musgo desidratado, 50g de CaCQs 50g de vermiculita e
125ml de dgua destilada, permanecendo incubadas por mais
quatro semanas. Apds esse periodo, as bandejas foram no-
vamente abertas, as culturas tiveram a sua camada superior
escarificada e foram imediatamente transferidas para uma
casa-de-plastico (2 x 2 x 3m), envolvida por sombrite (50%),
com sistema artificial de irrigacdo por aspersdo regulado para
funcionar durante seis horas/dia, no intervalo entre 16:00 e
22:00 h, proporcionando uma precipitacdo artificial de
121mmy/dia, medida através de pluviémetro instalado no /lo-
cal. Um termohigrégrafo registrou as médias de temperatura



e umidade relativa no interior da casa-de-pldstico durante o
periodo do experimento, que foram de 27,1 °C e 85 %, res-
pectivamente. Essas condi¢cbes foram modificadas em rela-
¢80 a metodologia original proposta por Griffith & Hedger
(1993), onde o periodo de molhamento foi de sete horas dig-
rias, nos intervalos de 2:00 as 8:00h e 16:00 as 17:00h, a
luminosidade foi artificial (8:00 as 20:00h; lédmpadas fluores-
centes brancas de 65-80W) e a temperatura foi mantida a
27 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de basidiocarpos pelas culturas artifi-
ciais do isolamento C990 de C perniciosa (Fig. 1) foi inicia-
da 70 dias apds ser transferida do laboratdrio para o telado.
Nos primeiros 13 dias, foram produzidos de oito a 19 basidi-
ocarpos/dia, a intervalos de dois a cinco dias. Nas duas se-
manas seguintes, houve uma redugdo na producdo para a
média de um basidiocarpo a cada seis dias e subseqliente
aumento para a média de dez basidiocarpos a cada 6-7 dias
(Tabela 1). Apls cada contagem, os basidiocarpos foram
removidos e conduzidos ao laboratdrio, para inducdo a libera-
cdo de basidiosporos, os quais foram usados em testes de
patogenicidade em mudas de cupuaguzeiro.

Os resultados observados sdo semelhantes aque-
les obtidos por Griffith & Hedger (1993}, onde a produgcdo de
basidiocarpos se verificou apés um periodo varidvel de incu-
bacdo entre dez e 16 semanas. O periodo produtivo das cul-
turas dentro das condi¢cdes referidas anteriormente durou 38
dias, apos o que ndo foi mais observada a emissdo de basidi-
ocarpos. '

Os basidiocarpos produzidos artificialmente apre-
sentaram cor e tamanho semelhantes aos produzidos natu-
ralmente. Os testes de patogenicidade de basidiosporos



liberados por basidiocarpos produzidos artificialmente e inocu-
lados em mudas de cupuaguzeiro com seis meses de idade
foram positivos.

Tabela 1. Produgcdo de basidiocarpos pelo isolado C990 de
C. perniciosa do cupuaguzeiro em meio de farelo-

-vermiculita

Dias ap6s a transferéncia N8 médio de
das culturas para o telado basidiocarpos

70 71

72 12

75 08

77 13

82 19

90 02

95 01

107 11

108 10

115 0o

122 o

129 0

143 o

157 0o

10
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Estudos sobre a produ¢édo natural de basidiocarpos
de C. perniciosa do cupuacuzeiro em vassouras destacadas,
realizados sob telado, em Belém, PA, demonstraram que a
producdo dessas estruturas reprodutivas foi minima ou ine-
xistente nos periodos de janeiro-abril e agosto-dezembro,
aumentando progressivamente a partir de maio, com pico em
Julho (Stein, 1994; Stein et al. 1996). No entanto, usando-se
uma metodologia de producéo artificial que permite a manu-
tencdo de condicdes nutricionais e de umidade para o pato-
geno durante qualquer época do ano, foi possivel a produ¢cé&o
dessas estruturas reprodutivas no periodo de outubro-
dezembro (Fig. 2).

No. de basidiocarpos

0 + + ®
Outubre Novembro Dezembro Janeiro

Més

FIG. 2. Producdo mensal de basidiocarpos pelo isolamento
C990 de C perniciosa do cupuagcuzeiro em meio arti-
ficial de farelo-vermiculita.
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CONCLUSAO

A metodologia de produgdo artificial de basidio-
carpos de C perniciosa do cacaueiro, proposta por Griffith &
Hedger (1993), com modificagbes no periodo de molhamento
das vassouras e no controle de temperatura e umidade, foi
aplicada com sucesso para o isolamento C990 de C. pernici-
0sa do cupuacguzeiro, podendo ser utilizada para a obtengcdo
de indculo sem a presenca do hospedeiro, em épocas do ano
onde ndo se verifica a producdo natural de basidiocarpos do
patogeno.
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