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UTILlZATION OF SAP TO EVALUATE 
CUPUASSU TREE CLONES RESISTAN CE TO 

WITCHES ' BROOM OISEASE 

ABSTRACT TIIe sap methOO< used 10 .... P.¡.I. 1!Ie .... oswlCe 
01 CKIO u ... ITI>«lb"""" c#colOllo Wllcn.· b<o:>m C"""so 
ICri/lip~ pemiOoUI. wU .d~p'td \O (!tIlllel ' .. oSI....:. lo 
I~'I C,_. in c"""," 01 """"".,.U 1'''' IT. gr_¡rloruml 
belOr'lQ,ng lO Embt~O' Eas'e<n AmII..,., il ·, C"IlUMSU 
(3ermolssm C~locltOn. in eelém. Pilo Comp~"sons lJe'woon 
in "l/ro ,,,."',! .nd ~I$ease i nc"enc~ ., 11" ftele 1'1111' mido. 
NO bastdiOSPQte ge<m,na' iOll ""a. d.liK:lod ... INI present. 01 
I~' sao 01 ,'>os. clones 11"011 h""f root _ C8IIeIoP"II 
w,'ChltS · broom ,n ,NI 'tille !laS";'Q6po1' ""mu\ll>Or> .nd 
mvc ... ' O'OWlh 01 me Pl'lho(¡e<l in Ih. presence 01 $al> 1,,,,,, 
IUSctD1,t>Ie clones we<e (1Ie ....".. ot lhe otlHrv9d ... ti .... 

r;ontrot UUtment Th,s m"hOO ,llowa 1he ";'"tot~l.,n ot 
e pemtCJOSI> 1<)Ie"ntl,,,,,,,,,.nt IHnlS., • ShOrt .... pe"oo ,'''''' 
conv,"toOnll _motls whoCh UStI ."tI,elll onocuIItloons .. lile 
O, .... r.ou ... M ... '!le ftflld 

1_ te''''' r~ fJf __ • n>ethOd. C~ 
{Hnli<>CU. Sal). ")$'S1MI clones 

INTRODUCAO 

o CupulI.;:uzeiro I Theobromll (Jrllndiflorum IWilld. 
ex Spleng.) Schum.) é uma das hUleiru mais populares da 
AmuÓnla. De comprovado pOlencial económico, vem con
quistarldo mercado em out,as regloes do pars e no exterior. 
devldo 80 exÓtico sabor da POlpa de seus f'utos, la,gamente 
utilIZada na fabrica.;:io de sOf\Ie t9s, sucos, comPOllS, geléi9. 
licor, rogune e doces (Calzavara et al. 19841 

A Embrapa, através de sun untdades localizadas 
na 'egiio amaz6/""ca, vem desenvolvendo Uabalhos de con
serva.;:50 e ul<liza.;:~o de recursos genéticos de cupuacuzeilo, 
visan¡;lo dispor, a méd<o prazo, de cultivares eom alta Plodu· 
CAo. boa qual<¡;Iade de fruTOS e ,eSISténclB As pr ineipais pragas 
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e doem,;as lAlves el al., 19981_ Bancos al ivos de germoplas· 
ma (BAGS) constituidos de material coletado em vMias locali 
dades da regiao amazOnica estao sendo mantidos e avaliados 
na Emrnapa AmazOnia Oriental, em Belém. PA, para esse fim 
(Moraes el al., 1994)_ 

Em rela<;:ao aos problemas fitossanitá rios, tem sido 
observado Que a doen<;:a conhec ida como vassoura·de·bruxa, 
causada pelo fungo Crinipellis perniciOSll (StahelJ Singer , 
acarreta os principais danos econOmicos aos plant ios da regi 
.lo (Alves et al., 19981_ Tentativas de controle da doen<;:a 
vém sendo feitas através da poda fitossanitária, Que consiste 
na remO<;:ao dos ramos afetados pela doeno;:a_ Essa prática. 
contudo. além de ser onerosa, nao rellete em redu<;:ao apa
rente no índice de doen<;:a no plantio, devido ao alto porte 
at ing,do pelas plantas, o Que di l iculta sua execu<;:ao 
(Yoneyama el al.. 1997). 

A longo prazo, a ut ilizac;:iio de clones resistentes é 
urna alternat iva a ser considerada no controle da vassoura
de-bruxa lAlves el al. , 19971. Todavía, a utiliza<;:ao efe liva 
dessa estralégia depende do desenvolvimento de métodos 
adequados de aval ia<;:ao para o screening de coleo;:6es de 
germoplasma. 

O Objetivo deste trabalho loi lestar o mélodo da 
seiva na de tecc~o da resisténcia de clones de cupua<;:uzeiro a 
C. perniciosa, com base no efeilo da seiva desses clones na 
germinaCao in vitro de basidiOsporos e no crescimento miceli · 
al do patOgeno_ 

MATERIAL E MÉTODOS 

o Irabalho foi realizado em clones componentes 
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de cupuacuzeiro da 
Embrapa AmazOnia Oriental (01 "28' S; 48°27' W), e no l a
borat6rio de Fitopatologia da Comissao Executiva do f'jano da 
lavoura Cacilueira/SUPOR, em Belém, PA. 
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P~ra a avah<tCao da IncidéfICla da vassoura·de· 
bruxII no Cilmpo, loram utilizados dez clones de cupuar;uzei· 
ro, sendo c&da um representado por ClfICO plantas com idade 
médill de dez anos, dlspostas no espII~ament o de 6,Om x 
5,Om. FOI regIstrado o número da vnSOl,ll'as vegetativas por 
plllnta. no periodo da 1995 a 1996. 

A ex t ra~ao da seiva foi lelta na primeira quin
zena de junho de 1998. com base na metodologia descrita 
por B~s tos et 111. 119961. em cacaueiro I Theobroma CIClO lol. 
O"frcios com 0,8 cm de dl~metro e 1 cm de prolundidade 10-
ram lai tos no tronco das plantas com o aU~ 1110 de um vazador 
de rolhas. Em cada orificio. foi introduzida uma mangueira de 
láte~ da masmo diámetro, com 10 cm de comprimenlO, aco
piada a um Irasco de 10 mi atravds de um orificio na tampa 
arvoscada e hermelrcamente vedada com masSll de modelar . 
O conjunlO loi lixado ao trOfICO da plante com o auxmo de 
massa da modelar lortemente pressionada 6 casca do cupua
~uzarro, parll evitar a enllada de ~gua dll chUVII. Após 48 ho
ras. os frescos loram colatados e seu conteúdo passado em 
papel de I,t tro Whatman n° 1 e em l illro milipore ¡0,45..,). A 
seguir, forllm armnenadas em re frigerarlor (5 ·C) até a reali 
z8r;80 dos bioensaios. 

Para os tesles de germinar;80, l oram oblidos, 
segundo Evans 119781, basidióspor05 de C. perniciosa de 
vassouliIs co letadas no BAG da Embrepa AmazOnia Oriental e 
na Esta~80 de Ae<.:ursos Genéticos do Cacau. em área da 
Ceplllc. em Benevides, PA. AlfquotlS de 20)11 de seiva dilul· 
das em 1001'1 da agua destilada eSlerrliz,da loram piP6tadas 
em lAminas escavadas, em lrés repelil:~s, as quais loram 
colocadas no Interior de placas de pe"i conlendo PIP6I da fil
tro ",medecldo com água destIlada eSle"lind'. Em cada urna 
das fAmlnas loi colocado um peqveno bloco de 'gar-á9"" 
con tendo ~sidiósporos recém-liberados, após o qua estas lo
.am incubadas a 25 oC, por 24 horas. No tra tamento leste
munha. ul illzou-se água destilada esteri linda. 
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Após o período de incubayao, procedeu-se a 
contagem dos basidiósporos germinados, com auxílio de mi
croscópio binocular (40x) e calculou-se a percentagem de 
germina<;ao, em relayao a testemunha. Foram contados 100 
basidiósporos por lamina , sendo considerados germinados 
aqueles que apresentaram tubo germinativo, independente do 
seu comprimento. 

No teste de inibiyao do crescimento micelial do 
patógeno, foram adicionadas, após a autoclavagem, amostras 
de seiva a 1 % (v/v) ao meio de Extrato de malte-Ágar (EMA) 
fundente (45 a 50°C). o qual foi vertido em placas de petri 
com 5cm de diametro, em quatro repetiyoes 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 diame
tro, retirado das bordas de colónias com dez dias de idade, 
cultivadas em meio de Batata-Oextrose-Ágar (BOA). As pla
cas inoculadas foram incubadas por seis dias em incubadora 
BOO, a 25 oC, no escuro, após o que foi medido o diametro 
das colónias desenvolvidas. 

RESULTADOS E DISCUSSAO 

Em rela<;ao a incidencia de vassouras no cam
po, a compara<;:ao de médias de vassouras vegetativas for
madas nos ramos revelou existir diferen<;a entre clones para o 
caráter resistencia a vassoura-de-bruxa (Tabela 1). Os clones 
618, 622 e 624 apresentaram níveis muito baixos de inci
dencia 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 mantem-se livres de vassouras 
(Tabela 1). Avaliayoes feitas por Alves et al. (1997) no BAG 
da Embrapa Amazónia Oriental revelaram que, em fun<;:ao do 
acúmulo de fonte de inóculo no decorrer dos anos, houve 
clones com 69,8 vassouras, em média, por planta, tendo sido 
detectadas 349 vassouras em uma única planta . 
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T ABELA 1. Emissao de vassouras vegetativas em clones de 
cupuac;:uzeiro plantados no Banco Ativo de Ger
moplasma da Embrapa Amazónia Oriental , em 
Belém, PA. 

Clone Ng 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 repeticoes: . 
• * Médias seguidas de mesma letra nao sao significativamente di ferentes 
pelo Test e de Tukey, a 5% de probabilidade. 

Nos bioensaios in vitro, verificou-se que a seiva 
extraída do floema de troncos dos clones de cupuac;:uzeiro 
exibiu inibi.;:ao diferencial na germina.;:ao de basidiósporos e 
no crescimento micelial de C. perniciosa. A germinac;:ao de 
basidiósporos foi 100% inibida no meio contendo seiva dos 
clones 174, 186, 215, 220 e 286 (Tabela 2) . Nao foi obser
vada diferen.;:a entre a testemunha e os tratamentos com sei
va dos clones 184, 12 e 624, para os mesmos parametros 
(Tabelas 2 e 3). Na presen.;:a de seivas dos clones 622 e 
618, foi observada a germina.;:ao de poucos basidiósporos, 
com os mesmos formando tubos germinativos curtos, en
quanto que na seiva do clone 624, a germina.;:ao foi mais alta 
e os tubos germinativos finos e compridos. 
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T ABELA 2. Percentagem de germina9ao de basidiósporos de 
Crinipellis perniciosa na presen9a de seiva de clo
nes de cupua9uzeiro , após 24h de incuba9ao. 

Clone 

Testemunha 
12 

184 
624 
622 
618 
186 
215 
174 
220 
286 

• Média de quatro repeti,oes. 

Germina,ao (%)' 

85,0 a 
81,1 a 
72 ,9 b 
39,2 c 
23,3 d 
14,2 e 
O f 
O f 
O f 
O f 
O f 

*. Médias seguidas de mesma letra nao sao sign ificativamente di ferentes 
pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Dados originals transforma
dos para arco seno x/1 00) . 

T ABELA 3 , Efeito da seiva de clones de cupua(:uzeiro sobre o 
crescimento micelial de Crinipellis perniciosa . 

Clone 

Testemunha 
184 
12 

624 
286 
215 
618 
220 
186 
174 
622 

• Média de quatro repeti,oes. 

Crescimento micelial (mm) * 

36 a 
31,7 b 
30,0 b 
26,7 c 
22,0 d 
22,0 d 
22,0 d 
22 ,0 d 
19,7 e 
17,0 f 
14,0 9 

* • Méclias seguidas de mesma letra nao sao sIgnd 1catlvalllcnte diferentes 

pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
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Efeitos inibit6rios de extratos de folhas e lant;:a
mentos jovens de cacaueiro tém sido associados a present;:a 
de compostos antifúngicos (Evans & Bastos, 1980; Bownlee 
et al. , 1990). Compostos antifúngicos também tém sido 
constatados em fluídos do xilema de plantas de dende (Elaeis 
guineensis Jacq .) resistentes a murcha causada por Fusarium 
oxysporum f. sp. elaeides (Mepsted et al., 1995). 

Bastos (1996) verificou que seivas extraídas de 
troncos de cacaueiros resistentes a vassoura-de-bruxa causa
ram inibit;:ao na germinat;:ao de basidi6sporos de C. pernicio
sa, detectando correlat;:ao positiva entre as observat;:6es de 
campo e os bioensaios in viera . Comparat;:6es entre os dados 
de campo e os testes de germinat;:ao in viera detectaram alta 
correlat;:ao entre as plantas de cupuat;:uzeiro sem ou com bai
xa incidencia de vassoura-de-bruxa e a reat;:ao de suas res
pectivas seivas. 

CONCLUSÁO 

Em vista dos resultados obtidos, concluiu-se que é 
viável o emprego do método da seiva para identificar ou dis
tinguir, de modo mais rápido , os clones resistentes/tolerantes 
daqueles altamente susceptíveis a C. perniciosa . Apesar de 
nao oferecer uma solut;:ao completa para investigar a resis
tencia do cupuat;:uzeiro á vassoura-de-bruxa, a metodologia 
em foco se constitui em um auxiliar para caracterizar um de 
seus aspectos, e, juntamente com outros fatores, poderá ser 
de grande valia na pesquisa que visa o melhoramento genéti
co de materiais a serem fornecidos aos agricultores. 
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