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DE CLONES DE CUPUACUZEIRO
A VASSOURA-DE-BRUXA
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RESUMO: O método da seiva, utilizado para avaliar a resis-
téncia do cacaueiro |Theobroma cacao) & vassoura-de-bruxa
|Crinipellis perniciosa), foi adaptado para avalar a resisténcia
a essa doenga em clones de cupuaguzeiro (T. grandiflorum)
componentes do Banco Ativo de Germoplasma de Cupuagu-
zeiro da Embrapa Amazdnia Onental, em Belém, PA, através
de bioensaios i wirro. Comparagdes foram feitas com a inci-
déncia de vassoura-de-bruxa nos clones em condicbes de
campo. Nio houve germinagdo de basididsporos na presenca
da seiva de clones que ndo manifastaram sintomas de vas-
sourg-de-bruxa no campo. A germinacdo de basididsporos e o
crescimento micelial do patégeno na presenga da seiva da
clonas susceptiveis foram semelhantes aos tratamentos tes-
temunha, Essa maetodologia permite a identificag8o de plantas
resistentas/toclerantes e susceptiveis 4 €. pernicosa, am um
parlodo de tempo muitc mais curto do que o dispandido em
avaliagdes mediante inoculagles aruficais em casa-de-
-vegealacdo e no campo

Termos para indexacdo: Theobroma grandifforum, metodoio-
gia, Crinipellis permicioss, seiva, clones resistentes
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UTILIZATION OF SAP TO EVALUATE
CUPUASSU TREE CLONES RESISTANCE TO
WITCHES' BROOM DISEASE

ABSTRACT: The sap method, used to evaluate the resistance
of cacao tree |Theobroma cacao) to witches ™ broom disease
(Crinipeilis pemiciosal, was adapted to detect resisiance to
that disease in clones of cupuassu tree (T. grandiforum)
belonging 1o Embrapa Eastern Amazonia's Cupuassu
Germplasm Collection, in Belém, P&, Comparisons between
in witro results and disease incidence in the held were made.
Mo basidiospare germination was detected in the prasanca of
the sap of those ciones that have not been developing
witches® broom in the fiald. Basidiospore germenation and
mycalial growth of the pathogen in the prasence of sap from
susceptible clones were the same of the observed in the
control treatment. This method allows the dentilication of
C. pemiciosa tolerant/resistant plants in a shorter penod than
convantional methods which use artificial inoculations in the
greenhouse and in the fieid.

index terms: Theobroma grandifiorum, method, Crinipellis
pemiciosa, sap, resistant clones

INTRODUGAO

O cupuacuzeira (Theobroma grandifiorum (Willd.
ex Spreng.) Schum.) & uma das fruteiras mais populares da
Amazénia. De comprovado potencial econdmico, vem con-
quistando mercado em outras regides do pais e no exterior,
devido ao exdtico sabor da polpa de seus frutos, largamente
utilizada na fabricagdo de sorvetes, sucos, compotas, geléia,
licor, iogurte e doces (Calzavara et al. 1984).

A Embrapa, através de suas unidades localizadas
na regido amazdnica, vem desenvoivendo trabalhos de con-
servacdo e utilizacdo de recursos genéticos de cupuacuzeiro,
visando dispor, a médio prazo, de cultivares com alta produ-
¢do, boa qualidade de frutos e resisténcia as principais pragas




e doencas {Alves et al., 1998). Bancos ativos de germoplas-
ma (BAGs) constituidos de material coletado em vérias locali-
dades da regido amazénica estdo sendo mantidos e avaliados
na Embrapa Amazdnia Oriental, em Belém, PA, para esse fim
{Moraes et al., 1994).

Em relagao aos problemas fitossanitérios, tem sido
observado que a doenca conhecida como vassoura-de-bruxa,
causada pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer,
acarreta os principais danos econfmicos aos plantios da regi-
do (Alves et al., 1998). Tentativas de controle da doenca
vém sendo feitas através da poda fitossanitdria, que consiste
na remogdo dos ramos afetados pela doenca. Essa prética,
contudo, além de ser onerosa, ndo reflete em reducao apa-
rente no indice de doenca no plantio, devido ao alto porte
atingido pelas plantas, o que dificulta sua execugdo
(Yoneyama et al., 1997),

A longo prazo, a utilizacdo de clones resistentes é
uma alternativa a ser considerada no controle da vassoura-
de-bruxa {Alves et al., 1997). Todavia, a utilizacao efetiva
dessa estratégia depende do desenvolvimento de métodos
adequados de avaliacdo para o screening de colecdes de
germoplasma.

O objetivo deste trabalho foi testar o método da
seiva na detecgao da resisténcia de clones de cupuacuzeiro a
C. perniciosa, com base no efeito da seiva desses clones na
germinagao in vitro de basididsporos e no crescimento miceli-
al do patdgeno.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em clones componentes
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de cupuacuzeiro da
Embrapa Amazdnia Oriental {01°28° 5; 48°27 " W), e no La-
boratdrio de Fitopatologia da Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira/SUPOR, em Belém, PA,.




Para a avaliacdo da incidéncia de vassoura-de-
bruxa no campo, foram utilizados dez clones de cupuaguzei-
ro, sendo cada um representado por cinco plantas com idade
média de dez anos, dispostas no espagamento de 6,0m x
5,0m. Foi registrado o numero de vassouras vegetativas por
planta, no periodo de 1995 a 1996.

A extracdo da seiva foi feita na primeira quin-
zena de junho de 1998, com base na metodologia descrita
por Bastos et al. (1996), em cacaueiro (Theobroma cacao L.).
Orificios com 0,8 cm de diametro @ 1 cm de profundidade fo-
ram feitos no tronco das plantas com o auxilio de um vazador
de rolhas. Em cada orificio, foi introduzida uma mangueira de
|dtex de mesmo didmetro, com 10 cm de comprimento, aco-
plada a um frasco de 10 ml através de um orificio na tampa
enroscada e hermeticamente vedada com massa de modelar.
O conjunto foi fixado ao tronco da planta com o auxilio de
massa de modelar fortemente pressionada & casca do cupua-
guzeiro, para evitar a entrada de dgua da chuva. Apds 48 ho-
ras, os frascos foram coletados e seu conteddo passado em
papel de filtro Whatman n® 1 e em filtro milipore (0,45u). A
seguir, foram armazenadas em refrigerador (5 °C) até a reali-
zacdo dos bioensaios.

Para os testes de germinacdo, foram obtidos,
segundo Evans (1978}, basididsporos de C. perniciosa de
vassouras coletadas no BAG da Embrapa Amazénia Oriental e
na Estagdo de Recursos Genéticos do Cacau, em érea da
Ceplac, em Benevides, PA, Aliquotas de 20ul de seiva dilui-
das em 100ul de 4gua destilada esterilizada foram pipetadas
em ldminas escavadas, em trés repeticies, as quais foram
colocadas no interior de placas de petri contendo papel de fil-
tro umedecido com agua destilada esterilizada. Em cada uma
das laminas foi colocado um pequeno bloco de &gar-agua
contendo basidiésporos recém-liberados, apds o que estas fo-
ram incubadas a 25 °C, por 24 horas. No tratamento teste-
munha, utilizou-se dgua destilada esterilizada.



Apés o periodo de incubagdo, procedeu-se a
contagem dos basididsporos germinados, com auxilio de mi-
croscépio binocular (40x) e calculou-se a percentagem de
germinagdo, em relacdo a testemunha. Foram contados 100
basidiésporos por lamina, sendo considerados germinados
aqueles que apresentaram tubo germinativo, independente do
seu comprimento.

No teste de inibicdo do crescimento micelial do
patégeno, foram adicionadas, apds a autoclavagem, amostras
de seiva a 1% (v/v) ao meio de Extrato de malte-Agar (EMA)
fundente (45 a 50°C), o qual foi vertido em placas de petri
com 5cm de diametro, em quatro repeticoes por amostra.
Placas contendo apenas EMA foram utilizadas como teste-
munha. Em seguida, no centro de cada placa, foi depositado
um disco de micélio de C. perniciosa com 0,5 cm de didme-
tro, retirado das bordas de colénias com dez dias de idade,
cultivadas em meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA). As pla-
cas inoculadas foram incubadas por seis dias em incubadora
BOD, a 25 °C, no escuro, apds o que foi medido o diametro
das col6nias desenvolvidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a incidéncia de vassouras no cam-
po, a comparacao de médias de vassouras vegetativas for-
madas nos ramos revelou existir diferenca entre clones para o
carater resisténcia a vassoura-de-bruxa (Tabela 1). Os clones
618, 622 e 624 apresentaram niveis muito baixos de inci-
déncia de vassoura, variando entre 0,4 e 1,8 vassouras, em
média, por planta, quando comparados com os clones 12 e
184, que apresentaram valores superiores a 35,4 vassouras
por planta. Entre os clones avaliados, os clones 174, 186,
215, 220 e 286 ainda mantém-se livres de vassouras
(Tabela 1). AvaliacGes feitas por Alves et al. (1997) no BAG
da Embrapa Amaz6nia Oriental revelaram que, em funcao do
acumulo de fonte de indculo no decorrer dos anos, houve
clones com 69,8 vassouras, em média, por planta, tendo sido
detectadas 349 vassouras em uma Unica planta.




TABELA 1. Emissao de vassouras vegetativas em clones de
cupuacuzeiro plantados no Banco Ativo de Ger-
moplasma da Embrapa Amazénia Oriental, em

Belém, PA.
Clone N¢ de vassouras™
12 123,6 a**

184 114,0 a
622 3,8 b
624 3.4 b
618 1,2 b
220 0,0 b
286 0,0 b
215 0,0 b
186 0,0 b
174 0,0 b

*Média de cinco repetigdes.
* *Médias seguidas de mesma letra ndo sdo significativamente diferentes
pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Nos bioensaios in vitro, verificou-se que a seiva
extraida do floema de troncos dos clones de cupuacuzeiro
exibiu inibicdo diferencial na germinacao de basidiésporos e
no crescimento micelial de C. perniciosa. A germinacao de
basidiésporos foi 100% inibida no meio contendo seiva dos
clones 174, 186, 215, 220 e 286 (Tabela 2). Nao foi obser-
vada diferenca entre a testemunha e 0s tratamentos com sei-
va dos clones 184, 12 e 624, para 0s mesmos parametros
(Tabelas 2 e 3). Na presenca de seivas dos clones 622 e
618, foi observada a germinacdao de poucos basidiésporos,
com os mesmos formando tubos germinativos curtos, en-
quanto que na seiva do clone 624, a germinacao foi mais aita
e 0s tubos germinativos finos e compridos.
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TABELA 2. Percentagem de germinacao de basidiosporos de
Crinipellis perniciosa na presenca de seiva de clo-
nes de cupuacuzeiro, apds 24h de incubacao.

Clone Germinacao (%) *
Testemunha 85,0 a

12 81,1a

184 72,9 b
624 39,2 ¢
622 23,3 d
618 14,2 e
186 0 f
215 0 f
174 0 f
220 0 f
286 0 f

*Média de quatro repetigdes.

* *Médias seguidas de mesma letra ndo sdo significativamente diferentes
pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Dados originais transforma-
dos para arco seno x/100).

TABELA 3. Efeito da seiva de clones de cupuacuzeiro sobre o
crescimento micelial de Crinipellis perniciosa.

Clone Crescimento micelial (mm)*
Testemunha 36 a

184 31,7 b

12 30,0 b

624 26,7 c
286 220 d
215 22,0 d
618 220 d
220 22,0 d
186 19,7 e
174 17,0 f
622 14,0 g

*Média de quatro repeti¢des.
* *Médias seguidas de mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Efeitos inibitérios de extratos de folhas e lanca-
mentos jovens de cacaueiro tém sido associados a presenca
de compostos antifungicos (Evans & Bastos, 1980; Bownlee
et al., 1990). Compostos antifungicos também tém sido
constatados em fluidos do xilema de plantas de dendé (£E/aeis
guineensis Jacq.) resistentes a murcha causada por Fusarium
oxysporum f. sp. elaeides (Mepsted et al., 1995).

Bastos (1996) verificou que seivas extraidas de
troncos de cacaueiros resistentes a vassoura-de-bruxa causa-
ram inibicado na germinacdo de basidiésporos de C. pernicio-
sa, detectando correlacdao positiva entre as observacées de
campo e os bioensaios in vitro. Comparacdes entre os dados
de campo e os testes de germinacao /n vitro detectaram alta
correlacao entre as plantas de cupuacuzeiro sem ou com bai-
xa incidéncia de vassoura-de-bruxa e a reacao de suas res-
pectivas seivas.

CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, concluiu-se que é
viavel o emprego do método da seiva para identificar ou dis-
tinguir, de modo mais répido, os clones resistentes/tolerantes
daqueles altamente susceptiveis a C. perniciosa. Apesar de
nao oferecer uma solugcdo completa para investigar a resis-
téncia do cupuaguzeiro @ vassoura-de-bruxa, a metodologia
em foco se constitui em um auxiliar para caracterizar um de
seus aspectos, e, juntamente com outros fatores, podera ser
de grande valia na pesquisa que visa o melhoramento genéti-

co de materiais a serem fornecidos aos agricultores.
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