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RESUMO

NIELLA, Givaldo Rocha. Esporulagio de Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer em frutos de cacau (Theobroma cacao L.) no
sudeste da Bahia e sensibilidade “in vitro” a quatro
compostos sulfurados. Lavras: UFLA, 1997. 60p. (Dissertacdo -
Mestrado em Fitopatologia)*

Objetivando quantificar a producdo de basidiomas de
Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer em frutos de cacau
(Theobroma cacao L.} infectados naturalmente, foi efetuado
estudoe no Centro de Pesquisas do Cacau-CEPEC/CEPLAC,
Itabuna/BA. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso, com seis tratamentos e quatro repeticdes,
sendo cada parcela constituida de 30 frutos. Foram realizadas
duas leituras semanails, removendo-se os basidiocarpos Jja
formados e 0s primérdios, para nao serem contados
repetidamente. Os resultados obtidos 24 meses apds inicio das
leituras revelaram uma producdo acumulada de basidiomas em
frutos abertos de 9.075, em cascas de 5.612, em frutos morango
de 4.393, em frutos cenoura de 3.506, em frutos fechados de
2.252 e em sementes de 1.119 basidiomas. Entretanto, somente
foram observadas diferencas estatisticas (Tukey, 5%), entre os

tratamentos frutos abertos e sementes. Estes resultados

*Qrientador: Hiladrio Anténio de Castro. Membros da banca: Mario

Sobral de Abreu e Edna Dora Martins Newman Luz.



X
demonstram que frutos de cacau infectados por Crinipellis
perniciosa, especialmente 0s abertos, constituem-se em
importantes fonte de indculo para a doenga vassoura-de-bruxa e
nao devem ser deixados dentro do cacaual.

Avaliou-se a sensibilidade “in vitro” de Crinipellis
perniciosa a quatro compostos sulfurados, utilizando enxofre
elementar (100% de S), Thiovit (80% de S), Dithane M-22 (38, 68%
de S), e N-butilamino etanotiol cloroidrato (18,91% de S), nas
dosagens de 0, 1, 10 e 100 ppm, através do crescimento micelial
do fungo em BDA. Cada parcela constou de uma Placa de Petri de
9 cm de diadmetro com 20 ml de meio para o qual foi repicado um
disco de 0,7 cm de diametro de cultura pura e incubada em
canmara de crescimento a 25°C * 2°C. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado com trés repeticgdes, com
leituras diérias, até o crescimento total do fungo nas placas
testemunha (0 ppm). Observou-se 1nibigdo do crescimento
micelial do fungo em placas com Dithane M-22 e N-butilamino, e
crescimento igual ao da testemunha para ¢ enxofre elementar e
Thiovit.

A sensibilidade de Crinipellis perniciosa aos mesmoS
compostos sulfurados nas dosagens de 1,25; 2,50; 5; 10; 20; 40;
80 e 160 ppm de cada composto também foi avaliada pela inibicéo
da germinagdo de basidiésporos em laminas escavadas. Na menor
dosagem (1,25 ppm), & porcentagem média de germinacdo entre os
quatro compcstos fci de 85,25%, e na maior dosagem (160 ppm)
Dithane M-22 e butilamino inibiram a germinagéao de
basidiésporos.

Como o Dithane M-22 apresentou resultados satisfatérios,
reduzindo tanto o crescimento micelial como a germinacdo dos
basididsporcs, estudos de micréscopia eletrdnica foram
realizados em basididsporos germinados na presenca do produto
para observar possiveis modificagdes. Alteragdes morfoldgicas
na parede celular de basididésporos tratados com Dithane M-22,

foi observado.



ABSTRACT

SPORULATION OF Crinipellis perniciosa (STAHEL) SINGER ON COCOA
PODS (Theobroma cacao L.) IN SOUTHEAST BAHIA AND “IN VITRO”
SENSIBILITY TO FOUR SULFUROUS COMPOUNDS.

The purpose of this paper was to quantify the production
of basidioms of Crinipellis perniciosa on cocoa pods (Theobroma
cacao L.), naturally infected, the study was conducted at the
Cocoa Research Center - CEPEC/BA. A completely randomized block
design was used, compounded of six treatments and four
replications with thirty pods each. Two weekly evaluations were
carried out removing the basidiocarps already formed, and the
primordies, so they wouldn’t be counted repeatedly. The results
obtained 24 months after beginning the evaluations showed an
accumulated production of basidioms on open pods of 2.075, on
peels of 5.612, on “strawberry” fruits of 4.393, on “carrot”
fruits of 3.506, on closed pods of 2.252 and on seeds of 1.119
basidioms. Nevertheless, significant statistical differences
(Tukey 5%) were only observed, between the treatments open pods
and seeds. These results demonstrate thaf cocoa pods infected
by C. perniciosa, especlally the open ones, are an important
inoculum source of witches’ broom disease and should not be

left in the cacao plantation.



xii
The “in vitro” sensibility of €. perniciosa to four
sulfurous compouds was assessed measuring the micellial growth
cf the fungus in BDA plates with basic sulfur (100% of S),
Thiovit (80% of S), Dithane M-22 (48,35% o¢f S), and N-
butilamino ethanotiol chlorohydrate (18,91% of S), on doses of
0, 1, 10 and 100 ppm. Each parcel consisted of a 2 cm diameter
Petri Plate with a 0,7 cm disc of a pure culture of L,
pernicicsa incubated in a growth chamber at 25°C £ 2°C. The
eXperimental design was a completely randomized design with
three replications. The cclonies diameter was mensured daily
until the colonies cover the entire surface of the medium in
the contol plates (0 ppm). Dithane M-22 and N-butilamino
inhibited the micellial growth of C. perniciosa while the

treatments basic sulfur and Thiovit showed similar growth to

The C. perniciosa sensibility to these compounds was &also
assessed through the inhibition of the Dbasidiospores’
germination on concave slides, using the same doses of: 1,25;
2,50; 5; 10; 20; 40; 80; and 160 ppm of each sulfurous
compound. In the smallest dosage (1,25 ppm), the average
percentage of germination among the four compounds was 85,25%,
and 1in the high one (160 ppm) there was no basidiospores
germination in the presence of Dithane M-22 and butilamino.

As Dithane M-22 was the product which showed the most
tory results reducing both the micellial growth and the

o)

res germination, studies on eletronic microscopy were

vl
]
0

cmplished to observe possible morphological changes caused
to the basidiospores by the product. Morphological alterations
on the celular walls of the basidiospores treated with Dithane

M-22 were in fact noticed.



1 INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacac L.,, espécie nativa da
floresta tropical umida americana, é originario das regides
tropicais da América Central e do Sul (Bondar, 1938), sendo seu
centro de origem, provavelmente, as nascentes dos rios Amazonas
e Orinoco (Gramacho et al., 1992). A &rvore se acha em cultura
desde milhares de anos. Os astecas do México e os incas do
Perv, apreciavam a bebida do chocolate, muito antes de Colombo
descobrir o Novo Mundo (Bondar, 1938). A partir do seu centro
natural, o cacaueiro ultrapassou os Andes, formando as
populagdes da Venezuela, Coldmbia, Equador, paises da América
Central e México, como também se dispersou ao longe do rio
Amazonas, originando as populagdes encontradas no Brasil e nas
Guianas (Gramacho et al., 1992).

Do Brasil, o cacaueiro foi disseminado para a Africa, com
as primeiras plantagdes nas ilhas de S3oc Tomé, Principe e
Fernando  P6. Posteriormente, foi introduzido em Gana,
expandindo-se por diversos paises como Nigéria, Camardes e
Costa do Marfim (Gramacho et al., 1992). Da Africa o cacaueiro
se exXpandiu para o Sudeste Asiadtico e hoje é cultivado na
Indonésia, Malasia, Papua-Nova Guiné e Samoa, dentre outros
paises.

O maior produtor mundial de cacau atualmente é & Costa do
Marfim(1.100.000 t), seguido por Gana(375.000 t), Indonésia
(295.000 t), Brasil(215.000 t) e a Nigéria(145.000 ¢t)
(Organizacdo Internacional do Cacau, 1996). 0O Brasil j& foi o
2° maior produtor mundial de cacau na década de 70. As
exportacdes brasileiras de cacau e derivados, atingiram o valor
de 306 milhdes de ddlares no ano de 1993 (Comissado Executiva do

Plano da Lavoura Cacaueilira, 1994).



de 306 milhdes de ddélares no ano de 1993 (Comissdo Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira, 1994).

No Brasil, o cultivo do cacaueiro estende-se por dez
Estados da Federagdo. Em 1746 foi introduzido no Estado da
Bahia, maior produtor, que participa com 80,21% da producgao
nacional, vindo em seguida o Para com 8,95%, Ronddnia com
6,23% e Espirito Santo com 3,75%. Os demais Estados juntos
totalizam 0,86% (Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 1994). As exportac¢des do Estado da Bahia no ano de
1978 registraram uma participacdo do cacau com um montante de
40,55% do total exportado, © que gerou uma receita da ordem de
729 milhdes de délares para o Estado (Bahia, 1979).

A vassoura-de-bruxa é uma doenga fungica que ataca
principalmente os tecidos meristemdticos em crescimento, tais
come brotos vegetativos, almofadas fiorais e Ifrutos do
cacaueiro, provocando sintomas caracteristicos, resultantes do
desegquilibrio hormonal presente na interacéo patdgeno-
hospedeiro (Bastos, 1990). Os brotos infectados apresentam
digémetro maiores que o©0s normais, os entrendés sao curtos, as
folhas geralmente grandes, curvadas ou retorcidas e com
pulvinos hipertrofiados (Baker e Holliday, 1857).

Andebrhan, Almeida e Fonseca (1983) e Silva (1987) citam
que a vassoura-de-bruxa do cacaueiro possui outras denominagdes
como: “largatdo”, “Krulloten”, “Witches’ broom” e “escoba de
bruja”, sendo observada pela primeira wvez por Alexandre
Rodrigues Ferreira no século XVIII, em 1785, em cultivos
incipientes de <cacau de colonos portugueses na Amazdnia
Brasileira. Contudo, a documentacgdo cientifica aponta que a
vassoura-de-bruxa foi detectada pela “primeira vez” por volta
de 1895, em cacauais da ex-coldnia Guiana Holandesa, atual
Suriname (Stahel, 1915).

No dia 22 de maio de 1989, na fazenda conjunto Santana,
Municipio de Urucguca, Bahia, foi detectado o primeiro foco da
vassoura-de-bruxa numa extensdo de 12 hectares, em 84 plantas
afetadas, sendo este o primeiro registro da doenga no Estado

(Pereira et al., 1989).



A vassoura-de-bruxa é atualmente, a mais importante doenca
© cacaueiro na Bahia, na Amazénia brasileira e nos outros

d
paises onde ocorre (Luz et al., 1997). Em condicdes favoraveis

8}
O

patdégeno, pode ocasionar perdas dos frutos superiores a 90%
(Evans, 1981). Apds sua entrada na Bahia, a doenga ocasionou um
desastre sbcio econdmico jamais visto na regido, provocando um
aumento do éxodo rural e consegquentemente reducac da populacéao
em mais de 30% em cidades como Camacan (Trevizan e Silva Jr.,
1993).

C presente trabalho teve como objetivos:

e Avaliar o© desenvolvimento de C(Crinipellis pernicicsa
(Stahel) Singer em frutos de cacau (Theobrcma cacao L.)
no Sudeste da Bahia.

e Avaliar © grau de sensibilidade “in vitro” do fungo a

guatro compostos sulfurados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

2 doenga vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao
L.) & causada por um fungo da Divisido Eumycota, sub-divisao
sidiomycotina, ordem Agaricales e fzazmilia Agaricaceas,

z
classificado inicialmente como Marasmius perniciosus (Stahel,
o]

1

15). Posteriormente Singer, em 1942, eclassificou-o como
Crinipellis perniciosa (Singer, 1942). Luz et al., (1987)

reclassificam a familia em Tricholomataceae, observando que a

impressdo dos esporos (“Spore print”) é de <cor branca,
contrastando com & da familia Agaricaceae que €& de cor
castanho. A familia Tricholomataceae é constituida de espécies
com basidiomas pileados, estipitados, lignicolas e capazes de

reativacéo apés o secamento quando s@o umedecidos.

A temperatura o6tima para germinagédo e desenvolvimento de

C. perniciosa situa-se em torno de 25°C, variando os limite
maximo e minimo entre 30 e 15°C(Baker e Holliday, 19257; Bastos,
1982; Rocha e Wheeler, 1985). Segundo Bastos (1990) o micélio

secundario do fungo ndo é infectivo, somente os basididsporos
de colorac&o hialina e dimensdes de 10-14p X 4-54 que sé&o
produzidos no interior dos basidiomas, s&oc capazes de induzir a
enfermidade. Apesar do féacil cultivo em meios de cultura, a
frutificacdo “in vitro” é baixa. O fungo apresenta duas fases
distintas, uma parasitica constituida de micélio intercelular,
monocaridtico e sem grampos de conexdo; e outra saprofitica,
gquando sobrevive no tecido vegetal em decomposicéo,

apresentando micélio intracelular, dicaridético e com grampos de



conexao (Luz et al., 1997). Basidiomas s&o produzidos em todos
os tecidos afetados depois de mortos ou mumificados, quer

estejam presos & &rvore, quer se achem no solo (Bastos, 1890).

2.2 HOSPEDEIROS

0 fungo C: perniciosa (Stahel) Singer, além do
cacaueiro (Theobroma cacao L.) infecta também outras espécies
dos géneros Theobroma e Herrania, tais como: cupuacu (Theobroma
grandifiorum Schum), cacau do Pard (T. bicolor Hum & Bonpl.),
cacau cabega de urubu (T. obovatum Klotz ex Bern), cacau jacaré
(T. microcarpum Mart.), cupui (T. subincanum Mart.), cacaui (T.
speciosum Wild), Herrania albiflora Goudot, H. nitida Poepp, e

H. purpurea Pitter (Hardy, 1961, citado por Bastos, 1990; e
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Este fungo tem sido encontrado em hospedeiros alternativos

nac pertencentes & zfamilia Sterculiaceae, como liIang, uma
espécie de cipd nic identificado (Evans, 1977), em scla eas
silvestres como a jugara(Solanum rugosum) e S. laseantherum V.
Heurck (Bastos e Evans, 1983); no urucuzeiro(Bixa orellana L.)

(Bastos e Andebrhan, 1986).
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No Estado da Bahia, Luz et al., (199

encontrado €. pernicicsa infectando jurubeba (Sclanum
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paniculatum), jiléd (8. gilo}, caicaral
berinjela (S. melcgena), Solanum sp - sem nome Vvulgar,
pimentéio (Capsicum annuum) , pimenta malagueta(Cl. copa
frutescens) e Athanaea cf. pogogena - sem nome vulgar, além de
um cipd silvestre da familia Malpighiaceae(Stigmatophylum sp.).

Em Minas Gerais, o brago de preguicga (Solanum cernuum

<l
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ell.) e a fruta de lobo(Solanum lycocarpum) hospedam uma

spécie de Crinipellis muitc semelhante, talvez 1idéntica a
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.perniciosa(Evans e Barreto, 1996).



2.3 SINTOMATOLOGIA

A vassoura-de-bruxa é uma doen¢a fungica gque ataca
principalmente os tecidos meristemdticos em crescimento, tais
como brotos vegetativos, almofadas florais e frutos do
cacaueiro, provocando sintomas caracteristicos, resultantes de
desequilibrio hormonal presente na interagdo patégeno-
hospedeiro. Os ramos vegetativos infectados tornam-se
hipertrofiados e com intensa proliferacio lateral de outros
brotos, apresentando aspecto caracteristico de uma vassoura. Os
brotos infectados apresentam diédmetros maiores que os normais,
entrenés curtos, e £folhas geralmente grandes, curvadas ou
retcrcidas e com 0s pulvinos hipertrofiados (Baker e Holliday,
1957).

Sementes aparentemente sadias, oriundas de frutos
infectados, originam pléantulas hipertrofiadas abaixo do nod
cotiledonar e vassouras vegetativas sdoc produzidas a partir de
gemas situadas nos cotilédones, podendo matar a pléntula
(Rudgard, 1989). A penetragido direta do fungo nos peciolos ou
pulvinos das folhas produz uma inchagédo, e subsequente morte,
seca e rachadura destes tecidos, sem causar abcisdo da folha,
gerando a <formacdo de cancro. Gemas axilares associadas com
cancros Zoliares podem ser estimuladas a produzir brotos
hipertrofiados ou vassouras axilares, podendo, uma Unica
infeccdo, induzir vassouras em mais de uma gema axilar. A
infecgdo da gema apical origina vassoura terminal, que as vezes
se constitui no sintoma visual mais proeminente desta doenga
(Rudgard, 1989).

O vigor da planta e o estédgio fisioldgico dos langamentos
guando infectados, exercem grande influéncia no tamanho final
da vassoura. No inicio de um lancamento foliar, grandes
vassouras podem ser formadas, porém, quando a infecgdo ocorre
em cemas e tecidos envelhecidos, a hipertrofia & menor e
pequenas vassouras s&o formadas. Nas almofadas florais
infectadas formam-se cachos de flores anormais, com hastes

grandes e entumecidas, as quais dardo origem a frutos com



formato de morango gque morrem prematuramente. Nessas almofadas
podem desenvolver-se vassouras vegetativas. Os frutos podem ser
infectados quando jovens, com 1 a 3 meses apbs a fecundacdo da
flor, com de 1 c¢cm de comprimento, onde a penetragdo e a
colonizagdo pelo fungo atuam paralisando o crescimento e
produzindo deformagdes que lhes dio a forma caracteristica de
cencura. Nos frutos mais desenvolvidos (aproximadamente 8 cm de
comprimento), aparece uma mancha negra, dura e irregular,
ficando as améndoas unidas entre si, portanto inaproveitaveis
comercial e agronomicamente (Comissio Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira, 1993).

Ocasionalmente, algumas infecgdes desenvolvem manchas
ligeiramente inchadas e escuras nos ramos, denominados
“cancros”, as gquais vém a se constituir em uma perigosaz fonte
de indéculo (Bastos, 1990).

Em tecidos de crescimento muito répido, como os chupdes,
gerzlmente ndo se formam vassouras terminais. O fungo penetra
lateralmente durante a alongagdo do ramo, mas, devido & rapida
extens&o, o ponto de crescimento permanece n&o colonizado pelo
patdégeno e continua produzindo tecidos sadios, quando entdo a
infeccdo toma a forma de vassoura lateral e cancro (Evans,
19817 .

2.4 EPIDEMIOLOGIA

Comprovadamente a chuva é o fator mais importante na
produgdc de basidiomas, sendo o nivel ideal de precipitacgao de
1.50C a 2.000 mm/anual, bem distribuidos (Thorold, 1975; Bastos
e Silva, 1980 e Andebrhan, Almeida e Fonseca, 1983). Mé&xima
frutificacdo ocorre quando a precipitagdo é de 200-250 mm/més
(Andebrhan, 1982). Segundo Almeida e Andebrhan (1984)
precipitacdes menores que 100 mm/més e maiores que 300 mm/més
reduziram a produgdo de basidiomas nas vassouras secas em Belém
(PA). As condicdes climéticas do sudeste baiano £favorecem
sobremaneira a doenga vassoura-de-bruxa. Observagdes realizadas

nesta regido, tem demonstrado que a superficie externa de
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frutos de <cacau amontoados no solo produz consideravel
quantidade de basidiomas bem como internamente e nas sementes,
entretanto inexiste, até o momento, qualquer avaliacgédo
cientifica sobre o assunto.

Costa (1993), estudando frutos infectados dispostos na
serrapilheira do cacaual em Altamira (PA), ndo detectou
formagdo de basidiomas nos anos de 1986 e 1987, e também no
mesmo periodo, os frutos infectados por C. perniciosa
localizados no meio e no topo da copa do cacaueiro produziram
pouco basidiomas. O autor demonstra que em Tomé-Acu (PA), nos
anos de 1986 e 1987, nao houve formagdo significativa de
basidiomas em 100 frutos infectados colocados na serrapilheira.

Avaliando a producdo de basidiomas de (. pernicicosa em
diferentes ecossistemas do cacaueiro na regido Norte do Brasil,
Almeida, Bastos e Ferreira (1995) verificaram gque 86% e 58% das
vassouras sobre o solo, tornaram-se produtivas em ecossistemas
com e sem sombreamento, respectivamente. Também concluiram que
o periodo produtivo destas vassouras foi de 3 e 10 meses em
ecossistemas sombreado e sem sombra, respectivamente, e O0sS
maicres indices de Dbasidiomas/vassouras/més ocorreram em
vassouras suspensas, com valores de 16,8 em ecossitemas
sombreado e 23,5% naqueles sem sombra.

As vassouras seca deixadas na copa sdc a principal fonte
de inéculo de C. perniciosa na Amazdnia, e produzem basidiomas
durante 2 a 3 anos (Evans, 1982). Vassouras removidas e
deixadas no solo, originam a formagdo de basidiomas do patdgeno
durante um curto periodo na estagdc chuvosa (Hedger, 1988).
Segundo Andebrhan (1984), estas vassouras sd@o responsiveis por
8% da producdo de indculo em comparagdo a 66% do indculo
produzido em vassouras localizadas nas extremidades da planta,
de 1 2 2 metros de altura do solo.

A formacdo de vassouras estéd relacionada positivamente com
a produgdo de basidiomas registradas nos meses anteriores
({Aranzazu, 1981). Basidiomas produzidos em vassouras secas na
copa do cacaueiro podem murchar, por perda da umidade, e

tornarem-se ativos apds um periodo chuvoso (Baker e Crowdy,
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1943). Andebrhan (1987), Rudgard e Burtley (1987) observaram
que a longevidade destes basidiomas varia de 5 a 8 dias e,
durante este periodo, sdo capazes de liberar basidiésporos aos
milhares, sendo <cada um potencialmente capaz de causar
infecg@do. Medeiros e Rodrigues (1974) estimaram que um
basidioma em apenas 10 horas é capaz de liberar 5.000.000 de
basididsporos viaveis, e Holliday (1952) afirma que em
condigdes favoraveis, a sua germinagdo é rapida e em 95% dos
casos se completa em quatro horas.

Segundo Bastos (1990), basidiomas s3o produzidos em todos
os tecidos infectados depois de mortos ou mumificados, quer

estejam presos a arvore, quer se encontrem no solo.

2.5 PREJUIZOS

A vassoura-de-bruxa é uma das doencas mails destrutivas do
cacaueiro e o0s danos provocados refletem diretamente e
inciretamente na produg¢ao, podendo, em alguns casos, devastar
totalmente as plantagdes. Na Amazénia brasileira, com especial
referéncia ao Estado de Ronddnia, ja& foram registrados em
algumas fazendas perdas de até 20% da producdo, constituindo-se
esta doenga no principal fator limitante para a expansdo da

cacauicultura na regido (Ramos, 1960 e Bastos, 1990).

2.6 CONTROLE

2.6.1 Controle cultural

E o método que consiste na remogido das partes infectadas
do cacaueiro, utilizando-se da poda fitossanitaria, buscando-se
assim reduzir a fonte de indéculo (Bastos, 1990). O numero e as
épcocas de remocg&o de tecidos infectados dependem das condigdes
climadticas de cada regido. Na Amazénia é recomendado uma
remogao/ano no inicio da estagdo seca, ao passo que no sudeste
da Bazhia s30 necessédrias quatro remogdes/ano. Na BAmazdnia o
material removido & deixado no solo sem cobertura, pois emergem

poucos basidiomas, mas no sudeste da Bahiz o material necessita



1z

ser amontoado e coberto, pois

elevada (Luz et al., 19987).

produgcédo de Dbasidiomas &

st}

2.6.2 Controle genético

=
O controle de doengas de plantas com o© emprego de
cultivares resistentes constitui-se no mais eficiente método de
controle, duravel e economicamente vidvel. A suspeita de que o
agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro seja
homotalico, levou ¢s pesquisadores a acreditarem gque a variacédo
genética deste patdgeno seria baixa (Baker e Holliday, 1957).
Entretantc & totalmente desconhecidea a capacidade de variacéao
genético de C. perniciosa, pois a producdo de basidiocarpos “in
vitro” deste patdgeno & baixa.

Desde guando se constatou resisténciaz a vassoura-de-bruxa
os clones Scavinia 6 e Scavinia 12 em Trinidade (Bartley,
1881), tem-se buscado obter plantas resistentes. O Theobahia,

tolerante a vassoura-de-bruxa, fruto do cruzamento dos clones

Scavinia 6 e ICS 1, procedentes, respectivamente, do Peru e de
Trinidade, €& © melhor material disponivel atualmente na Bahia

2.6.3 Controle bioldgico
A utilizagcdo de microrganismos antagbébnicos envolvendo
diferentes modos de agdo, entre as gquais a competicao,

antibiose e hiperparasitismc, constitui-se em uma opgdc de

controle da vassoura-de-bruxa. O hiperparasita Cladobotryum
amazeonense (Bastcos e Evans, 1879), além de parasitar os
ltura, um

basidiocarpos de C. perniciosa, produz em meio de cu
4

ocrréncia das freqglientes e elevadas precipitacdes nos

O eficacia dos fungicidas é limitadz (Bastos, 1990).

Entretanto, fungicidas a base de cobre tem sideo utilizados com

sso no sudeste da Bahia como protetores no pico da

floragao/inicio da Dbilragdo dando boa protegdo para a
ca

gado (Luz et al., 1887). Oliveira (1995), no estudo
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intitulado “Screening de fungicidas sistémicos e
antiesporulantes para o controle da vassoura-de-bruxa” concluiu

w o

que de forma geral, dos 18 fungicidas sistémicos testados “in
e a nivel de campc, o tebuconazole comportou-se comoc ©
eficaz no controle da vassoura-de-bruxa, reduzindo em até

S
68,03% o nlimero de vassouras formadas.
2.7 O ENXOFRE NO CONTROLE DE DOENCAS

Segundo Zambolim e Chaves (1989) o enxofre elementar € o

mais antigo dos pesticidas e ainda ¢é vendido em grande

=

guantidade para controle de doencas de plantas. Foi conhecido

de 1.000 anos a. C. e & considerado, um

4}

pelos gregos a cerc

fungicida de primeira geracido, inorgdnico, protetor, com acio
erradicante, amplamente utilizado. Forsyth em 1802, citado por
Zambolim e Chaves (1989), foi o primeiro a recomendar sua

Q
aplicagdo no controle do mildio pulverulento de &rvores
frutiferas, em mistura com cal, broto de sabugueiro e coccgdo de
0. Segundo Zambolim e Chaves (1989), em 1824 Robertscn

apresentou & Sociedade de Horticultura de Londres, resultados

h

mostrando que o enxofre foi o uUnico produto eficiente no

I

controle do oidio do pessegueiro. Relatou ainda gque a

0]

eficiéncia da ag¢do fungicida do enxofre era aumentada gquando s

=

adicionava sabdc e se cobriam uniformemente as plantas. En
1205, Paerot e colaboraderes, citados por Zambolim e Chaves
9), recomendaram a aplicagdo da mistura de enxofre e cal

controle da sarna da macieira. Em 1908 o enxofre

g
Al
ts
™ n o
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asseqgurou sua posicdc como fungicida de maior valor comercial.

2.8 IMPORTANCIA DO ENXOFRE E METABOLISMO VEGETAL

A gquantidade de enxofre vendida no mundo superou a de
todos os outros fungicidas, pelas seguintes rzzbes: alta
eficiéncia no controle dos oidios; atuacdoc sobre outras

doencas; efeito acaricida; auséncia de residuos téxicos;
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compatibilidade com inumeros defensivos; e, baixo custo em
relagdo aos orgédnicos sintétices (Zambolim e Chaves, 1989).

O enxofre é& normalmente absorvido pelas plantas na forma
inorgédnica de ion sulfato (S0.), sendo reduzido e incorporado
aos aminoacidos, proteinas, coenzimas e outros compostos. Outra

rota para assimilagdo do enxcfre pela planta consiste na

[§]

incorporacdo do ion sulfato a estrutura orgdnica sem a reducgéo,
como sulfolipidios ou polissacarideos (Nakayama, 1985).

Mengel e Kirkby (1982) relatam que o enxofre & um dos
constituintes dos aminoédcidos essenciais cisteina e metionina e
a deficiéncia de enxofre provoca um acumulo de amido na folha
(Marschner, 1986). Em folhas verdes a maioria das proteinas
localizam-se nos cloroplastos, e uma deficiéncia de enxofre
ocaslonaria redugdo da quantidade de clorofila e consequente

clorose do tecidec vegetal.

2.9 PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DO ENXOFRE

Na sue forma comercial, o enxofre elementar €& um pd
amarelo, de textura fina, com ponto de fus3c a 115°C. Nessa
temperatura, torna-se um liguido escuroc e a 160°C, assume a
forma viscosa. H& vérias formas alotrépicas de enxofre, algumas
cristalinas e outras amorfas. Todas as formas cristalinas sio
soluveis em bissulfureto de carbono, mas h& formas amorfas
solivels e 1insoluvels neste composto gquimico (Zambolim e
Chaves, 1989). O enxofre é insollivel em A&gua e soluivel em
sulfeto de hidrogénic, goma arébica, agar e chremophor
(Cardoso, 1996, comunicacgdo pessoal)*. E classificado como ni3o
venenoso e apresenta pegqueno risco para © homem e a vida
selvagem, porém € irritante aos olhos e pode causar irritacao
na pele de individuos sensiveis (Zambolim e Chaves, 1989).

* Cardoso, Maria das Gragas, & doutorada em quimica orgénica e

atualmente é professcra do Departamento de Quimica da UFLA
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2.10 FUNGITOXICIDADE

Segundo Reis e Forcelini (1994), nem todos as substancias
quimicas tem a propriedade de serem téxicas aos fungos. Para
ser considerada fungicida é necessirio satisfazer aos critérios

estipulados por Edgington, Khew e Barron (1971): as substancias

que apresentam DLsgs < 1 upug/ml (=1 ppm) sadoc considerados

altamente fungitéxicos; com  DLsg entre 1 e 50 ppm,

moderadamente fungitéxicos; e os com DL:

o > 50 ppm nao téxicos.
Segundo Reis e Forcelini (1994), DLs; € a concentracdc de uma
dada substéncia capaz de inibir 50% o crescimento micelial ou a
germinagdo de 50% dos esporos potencialmente vidveis “in vitro”
de um determinado patdgeno. Um valor baixo de DL:: indica um
alto valor fungicida.

Segundo Cardoso (1995), muitas vezes um fungicida n&do atua
diretamente sobre o fungo afetando seu desenvolvimento, mas
pode inativar metabdlitos ou enzimas extracelulares do fungo,
essencials para a assimilagdo de nutrientes presentes na
superficie do hospedeiro, na forma néo diretamente disponivel.

Juliatti (1987), afirmou que os fungicidas, atualmente em
usc, atuam diretamente sobre o fungo. A acdo direta implica na
capacidade de penetracao e, possivelmente, de acumulagdo do
fungicida em locais de atividade vital, situados na superficie
da célula ou dentro do protoplasma, onde produz interferéncias
biogquimicas letais. Qualguer gque seja © mecanismo de
acumulagdo, os Zfungicidas devem interromper pelo menos um
processo vital do metabolismo fingico paraz serem bem sucedidos.
Como os fungicidas protetores s@o, geralmente, inespecificos em
sua agao e, portantc, capazes de inibir um grande nuimero de
processos vitals, pode-se concluir gque atuam onde houver

atividade celular.

2.11 FITOTOXICIDADE DO ENXOFRE

O grau de fitotoxicidade varia com a cultura. Geralmente

causa desfolha prematura, nas plantas mais sensiveis (Zambolim
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e Chaves, 1989). A forma quimica responsavel pela
fitotoxicidade do enxofre é objeto de especulacdo. 0O sulfeto de
hidrogénio e os sulfetos soluveis formados pela aplicacdo de
enxofre elementar e da calda sulfocidlcica tem sido sugeridos
como as formas responsaveis. Aparentemente, tanto a forma do
enxofre como a temperatura possuem efeito marcante na

fitotoxicidade; em geral, o efeito fitotdxico é reduzido pela

utilizagdo do enxofre elementar ao invés da calda sulfocalcica,

aplicando-se quando a temperatura ndc for superior a 28°C
(Zambolim e Chaves, 1989).

2.12 FUNGICIDAS JA TESTADOS PARA A VASSOURA-DE-BRUXA

Silva et al. (1985) avaliaram trinta e dois fungicidas no
controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro em condicdes de
campo e concluiram que nenhum dos produtos testados protegeram
as almofadas florais e langamentos foliares contra infeccdo de
C. perniciosa, ndo estando entre tais fungicidas o enxofre como
principio ativo.

Coelho (1986d), avaliou o efeito de dezesseis fungicidas
no controle da vassoura-de-bruxa em mudas de cacau na regidc de
Ouro Preto D’'oeste (RO), concluindo que o Auram 70 PM, Curzate
M + Zn e Venturol, proporcionaram menores percentagens de
infecgdo em mudas de cacau (média de 3,84%), demonstrando uma
eficiéncia satisfatdéria no controle da doenca. Neste mesmo ano,
Coelno (1986c), testou trinta e cinco fungicidas para controle
da vassoura-de-bruxa em frutos de cacau, na regido de Ouro
Prezo D’oeste (RO), e concluiu que czlda bordalesa a 1% e 3%,
Ortho difolatan, Delsene M, Cerconil, Auran, Curzate M + 2Zn,
Cobre Sandoz, Delan, Daconil, Folpet e Busan, destacaram-se no
controle da doenga, variando de 1,66% a 11,66% a infeccdo em
frutos de cacau. O Dithane foi avaliado em frutos de cacau por
Coeilho (1986a), protegendo 79,58% cos frutos tratados com este
furngicida.

Coelho (1986b), avaliando o efeito de fungicidas sobre a

esporulacdo de C. pernicicsa em lancamentos infectados secos
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(vassouras secas) e concluiu que o melhor fungicida foi o
Bayleton, cujas vassouras secas tratadas produziram 25,83% do
numero de basidiocarpos produzidos pela testemunha.

Em relatdrio anual de pesquisa, Oliveira (1995) informa
que estudos da eficacia de dezoito fungicidas sistémicos e dez
protetores na inibigdo do crescimento micelial “in vitro” de C.
perniciosa, o©s sistémicos propiconazole (Tilt), cyproconazole
(Alto 100), difenoconazole (Score) e tebuconazole (Folicur), e
0s protetores o6xido cuprosc (Cobre Sandoz), hidréxido de cobre
(Garant) e oxicloreto de cobre (Funguran) foram selecionados
para serem avaliados em condigdes de campo. De uma maneira
geral, os resultados de campo encontrados por Oliveira (1995)
demonstram que o tebuconazocle comportou-se como mais eficaz no
controle da vassoura-de-bruxa, reduzindc em até 68,03% o numero
de vassouras formadas, bem como o numero de frutos morango
produzidos (93,64%). Observou gque os fungicidas protetores a
base de cobre s6 tiveram efeito sobre a frutificacdo e néo
puderam ser quantificados em fungdo do curtoc periodo de
avaliacédo (apenas 6 meses).

Bastos (1986), trabalhando com os fungicidas Auram,
Curzate, Bremazim, San 506 F, San 518 F e calda bordalesa, no
crescimento micelial e germinacdc de basidiéspor de C.
pernicicsa, utilizou as dosagens de 1, 10, 50
concluiu que todos os fungicidas inibiram totalmente o
desenvolvimento do patégen S

mais sensivels a San 506 F
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3 Esporulagdo de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer em

frutos de cacau (Theobroma cacac L.) no sudeste da Bahia.

RESUMO

Objetivando quantificar a producdo de basidiomas de
Crinipellis perniciosa em frutos de cacau (Theobroma cacao),
infectados naturalmente, foi desenvolvido a partir de agosto de
1954 um estudo no Centro de Pesquisas do Cacau-CEPEC/CEPLAC/BA,
que constou de seis tratamentos: frutos fechados, abertos,
cascas, frutos morango, frutos cenoura e sementes. Os
tratamentos, com quatro repetigdes e trinta frutos por parcela,
foram distribuidos em blocos ao acaso. Foram realizadas duas
leituras semanais, removendo-se os basidiocarpos j& formados e
os primbérdios, para n&o serem contados repetidamente. Os
resultados obtidos apds 24 meses de estudos revelaram uma
produgdo total de basidiomas em frutos abertos de 9.0735, en
cascas de 5.612, em frutos morango de 4.393, em frutos cenoura
de 3.506, em frutos fechados de 2.252 e em sementes de 1.119
basidiomas. Somente foram observadas diferencas significativas
(Tukey, 5%) entre os tratamentos fruto aberto e sementes. Estes
resultados demonstram que frutos de cacau infectados por C.

perniciosa nédo devem ser deixados dentro do cacaual.

Palavras chave: Vassoura-de~bruxa, cacau, Crinipellis

perniciosa, basidiomas.
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3 Sporulation of Crinipellis perniciosa (Sthael) Singer on

cocoa pods (Theobroma cacao L.) in the southeast of Bahia.

Abstract

The purpose of this paper was to quantify the production
of basidioms of Crinipellis perniciosa on cocoa pods (Theobroma
cacao L.), naturally infected. The study was conducted at the
Cocoa Research Center - CEPEC/Ba. A randomly block design was
used, compounded of six treatments and four replications with
thirty pods each. Twec weekly evaluations were carried out
removing the basidiocarps already formed and the primordies, so
they wouldn’t be counted repeatedly. The results obtained 24
months after beginning the evaluations showed an accumulated
production of basidioms on open pods of 9.075, on peels of
5.612, on “strawberry” pods of 4.393, on “carrot” pods of
3.506, on closed pods of 2.252 and on seeds of 1.119 basidioms.
Significant differences (Tukey 5%) were only observed between
the treatments open pods and seeds. These results demonstrate
that cocoa pods infected by C. pernicicsa, especially the open
ones, are an important inoculum source of witches’ broom

disease and should not be left in the cacao plantation.

Key words: witches’ broom, Cocoa, Crinipellis perniciosa,

basidionms.
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3.1 INTRODUGAO

A vassoura-de-bruxa causada pelo fungo Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer é uma das doencas mais destrutiva do
cacaueiro (Theobroma cacao L.) nos paises onde ela existe, pois
0s danos provocados refletem diretamente na producdo, e em
alguns casos, chegam a devastar totalmente as plantacgdes
(Reamos, 1960; Bastos, 1990). Na Amazdnia brasileira, com
especial referéncia ao Estado de Rondbnia, j& foram registrados
em algumas fazendas perdas de até 90% da produgéao,
constituindo-se & doenga no principal fator limitante para a
expansdo da cacauicultura na regido (Bastos, 1986). No momento,
a enfermidade estéd presente na Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Suriname, Venezuela, Panamd@ e nas seguintes
ilhas do Caribe: Granada, S&o Vicente, Trinidad e Tobago. A
vassoura-de-bruxa do cacaueiro ndo ocorre no continente
africano onde se encontram o 1° e 2° maiores produtores
mundiais de cacau, nem no continente Asiatico.

Segundo Luz et al. (1997), C. perniciosa €& um
basidiomiceto pertencente a ordem Agaricales da familia
Tricholomataceae a gqual abrange espécies com basidiomas
pileados, estipitados, lignicolas e capazes de revivescer apds
o0 secamento quando sdo umedecidos

A formacdo de vassouras estéd relacionada positivamente com
2 produgdo de basidiomas registrada nos meses anteriores
{Aranzazu, 1981). Basidiomas produzidos em vassouras secas na
do cacaueiro podem murchar, por perda da umidade, e tornarem-se
ativos apdés um periodo chuvoso (Baker e Crowdy, 1943).
Andebrhan (1987), Rudgard e Burtley (1987) observaram gque a
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longevidade dos basidiomas varia de 5 a 8 dias e, durante este
periodo, s&o capazes de liberar basidiésporos aos milhares,
sendo cada um potencialmente capaz de causar infecgdo. Sob
condigbes favoradveis, a sua germinacido é rapida e 95% se
completa em quatro horas (Holliday, 1952).

Comprovadamente a chuva é o fator mais importante na
produgdo de basidiomas. O nivel ideal de precipitacido esta
entre 1.500 e 2.000 mm/anual, bem distribuidos (Torold, 1975;
Bastos e Silva, 1980; e Andebrhan, Almeida e Fonseca, 1983).
Maxima frutificacgdo ocorre quando a precipitacdo é& de 200-250
mm/més (Andebrhan, 1982). Precipitagdes menores que 100 mm/més
e malores que 300 mm/més reduziram a producido de basidiomas nas
vassouras secas em Belém (PA), segundo Almeida e Andebrhan
(1984).

Os Dbasidiomas s&8oc produzidos em todos os tecidos
infectados depois de mortos ou mumificados, quer estejam presos
a arvore, quer se achem no solo (Bastos, 1990). Segundo Costa
{1293), em frutos infectados dispostos na serrapilheira do
cacaual em Altamira (PA) n&o se detectou formagdo de
basidiomas, nos anos de 1986 e 1987, mas naqueles localizados
nc meio e no topo da copa de cacaueiros apenas pouUCOS
basidiomas foram produzidos. O autor demonstra que em Tomé-Acgu
(PA), nos anos de 1986 e 1987, ndo houve formacdo significativa
de basidiomas em 100 frutos infectados colocados na
serrapilheira.

O presente trabalho teve como objetivo quantificar,
durante dois anos consecutivos, a producgdo de basidiomas em
frutificagdes de cacau infectados naturalmente por

C.pernicicsa.

3.2 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da esporulagdo de Crinipellis perniciosa em
frutos de cacau no sudeste da Bahia foi realizada em &rea de
produgdo de cacau no Km 22 da rodovia Ilhéus/Itabuna, na gquadra

i’ do Centro ce Pesquisas do Cacau - CEPEC, em delineamento
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blocos ao acaso, constando de seis tratamentos, com quatro
repetigdes. Os tratamentos consistiram de trinta frutos
fechados, trinta frutos abertos no sentido longitudinal, cascas
de trinta frutos, sementes de trinta frutos, trinta frutos

cenoura e trinta frutos morango, distribuidos na area conforme

0 croqui:
l2m AREA LIMPA (SEM FOLHAS) TRATAMENTOS :
FRUTO
Bloco-I @ @ =5 @ (? I FECHADO
FRUTO
] ABERTO
2m
FRUTO
Bloco-II H J CENOURA
I IEINIEAE
(:5 FRUTO
I MORANGO
2m
@ CASCA
Bloco-III ! £n w &
| &5 SEMENTES
Bleco-1IV @ @ @ @ @
IZm AREA LIMPA (SEM FOLHAS)

Frutos com sintomas tipicos da doenca foram coletados na
fazenda Caprichosa com elevado nivel de infeccdo, no municipio
de Camacan-Ba. Os tratamentos foram distribuidos sobre a
serrapilheira do cacaual com aproximadamente quarenta anos de
idade, implantado sob o sistema de cabruca, tendo como
sombreamento de topo arvores diversas da Mata Atlantica. Duas

vezes por semana, as tergas e sextas-feiras, as oito horas,
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foram contados e remcvidos todos os basidiocarpos formados, bem
como os seus primdérdios, evitando-se recontagens.

A precipitacdo total mensal, a temperatura maxima, minima
e a umidade relativa foram coletados na estacdo climatolégica

do CEPEC, ao lado da quadra i', a qual estd situada na latitude

14° 45” S e longitude 39° 13" W.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da figura 3.1 expressam a produgao total de
basidiomas, ao longo dos vinte e quatro meses, em frutos
abertos de 9.075, em cascas de 5.612, em frutos morango de
4,393, em frutos cenoura de 3.506, em frutos fechados de 2.252
e em sementes de 1.119 basidiomas. Estes resultados mostram que
frutos de cacau infectados por C. perniciosa, especialmente os
abertos, constituem eficiente fonte de indéculo, contrastando
com os resultados encontrados por Costa (1993) em Tomé-Acu(PA)
e em Altamira(PA) nos anos de 1986 e 1987. Provavelmente, a
pequena quantidade de basidiomas produzidos pelas sementes deve
ter sido em funcgdo da rapida decomposicdo e do menor volume

deste material.

10.000-
9.000-
8.000-
7.0001
6.0004 : ab
5.000{ |
4.000-
3.000-
2.000-

1.000+ . ‘ ‘ ‘ ‘. 1 RATAMENTos

FA CA FM FC FF SE

wrzo—OoO~-w>wm

HEFRUTO ABERTO BECASCA EFRUTO MORANGO
B FRUTO CENOURA OFRUTO FECHADO E SEMENTE

Médias com a mesma letra sdoc estatisticamente iguais (Tukey, 5%)
FIGURA 3.1 : Produgdo de basidiomas de C. perniciosa em 24

meses no sudeste da Bahia.
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Os resultados da comparacido das médias mostram que apenas
O tratamento sementes diferiu significativamente do tratamento
frutos abertos, e os demais tratamentos niao diferiram entre si
nem de frutos abertos nem de sementes (Tukey, 5%).

A diferenca no desenvolvimento de basidiomas entre os
tratamentos frutos aberto e fechado, possivelmente deve-se a
maior aeragdo do primeiro em relagdo ao segundo (Fig. 3.1). Se
considerarmos que um unico basidiocarpo é capaz de produzir
durante 10 horas, cerca de 35x10¢ basididésporos viaveis
(Medeiros e Rodrigues, 1974) e cue cada basididsporo tem
potencial para causar infeccdo, nio se pode desprezar nem mesmo
sementes infectadas, uma vez que durante 24 meses produziram
1.119 basidiomas.

Condigdes ambientais favoraveis, em especial as chuvas
associadas a temperaturas nao muito elevadas, foram
fundamentais para ¢ desenvolvimento dos basidiomas no periodo
em estudo, sendo a chuva o principal fator na produgdo de
basidiomas (Thorold, 1975; Bastos e Silva, 1980; Andebrhan,
Almeida e Fonseca, 1983). Pela anilise dos dados climatoldgicos
(Fig. 3.2), nota-se que a distribuigdo das chuvas, fornecendo
umidade constante aos frutos, foi um dos fatores de capital
importédncia para a producdo de basidiomas nos frutos
infectados. Observa-se também que no sudeste da Bahia niao
existe um periodo de seca definido, como ocorre na regido
Amazdnica, centro de origem da vassoura-de-bruxa, razio pela
qual Costa (1993) talvez ndo tenha encontrado formacgao
significativa de basidiomas em frutos infectados dispcstos na
serrapilheira nos anos de 1986 e 1987 no Para, onde os frutos
de cacau infectados nio devem se constituir em importante fonte

de indéculo da doenca.
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FIGURA 3.2: Totails pluviométricos mensais(mm) no sudeste
da Bahia.

Quando se avalia a produ¢do maxima e minima de basidiomas
frente a precipitacdao mensal (Fig. 3.3), observa-se que a maior
produgdo de basidiomas foi obtida para o tratamento frutos
abertos nos meses de junho/95 e outubro/95, gquando ocorreram
precipita¢des mais uniformes, atingindo totais mensais acima de
100mm, valor este considerado ideal para a producdo de
basidiomas (Thorold,1975; Bastos e Silva, 1980; Andebrhan,
1982; Andebrhan, Almeida e Fonseca, 1983; Almeida e Andebrhan,
1984). J& a menor produgdo de basidiomas ocorreu nos meses de
dezembro/94 a abril/95, e dezembro/%95 a maio/%6, gquando as
precipitagdes totais mensais ficaram abaixo de 100 mm ou acima
de 200 mm, condigbes essas desfavorédveis a producdo de
basidiomas. Ja para o tratamento sementes infectadas (producao
minima de basidiomas), precipitagbes o6timas para produgao de
basidiomas (entre 100mm e 200mm/mensais) ndo refletiram em
aumento da produg¢do de frutificagdées do fungo nas sementes,
possivelmente por existir outros mecanismos envolvidos, ainda
desconhecidos. Esta é a primeira comprovagdo cientifica da

frutificagdo de C. perniciosa em sementes de cacau.
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(sementes) em relagdo a precipitacao (mm).

Os dados da figura 3.4 demonstram coincidéncia dos

periodos de maior e menor producdo de basidiomas em todos os

tratamentos.
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FIGURA 3.4: Produgdo de basidiomas por tratamento em 24 meses.
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Os dados de temperatura coletados no periocde (Tab. 3.1),
revelam que a temperatura minima n&o foi inferior a 16°C e a
temperatura méxima nao foi superior a 33°C, com uma temperatura
média em todo o periodo em torno dos 22 a 23°C, excelente par
o0 desenvolvimento micelial e germinacdo de basididsporos de C.

e situz ao redor dos 25°C(Baker e Hollidey,
1857; Bastos, 1982; Rocha e Wheeler, 1985). A umidade relativa
média acima de 82% {Tabi:3.1) foli sempre favoravel ao
desenvolvimento do patdgeno, suprindo-o constantemente de
umidade, impossibilitando a perda de turgidez e o consegiiente

murchamento.
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TABELA 3.1: Temperaturas maxima, minima, média e umidade

relativa mensal durante 25 meses:

Ano:1994
Meses T. Maxima [T. Minima |T. Média | U. Relativa
Agecsto 25,8 16,5 20,3 86
Setembro 26,2 17,2 20,9 85
Qutubro 28,4 18,5 22,8 83
Novembro 28,3 19,0 22,9 82
Dezembro 29,9 20,8 24,7 86
Médias 27,7 18,4 22,3 84,4
Ano: 1985
Janeiro 32,7 19,7 25,5 78
Fevereiro 33,0 20,9 25,9 78
Marco 31,1 21,7 25,6 g4
Abril 29,3 21,9 24,6 87
Meio 28,7 21,2 24,0 88
Junho 27,0 18,4 21,6 87
Julho 26,3 18,4 21,2 90
Agosto 26,7 17,5 21,1 87
Setembro 27,3 18,0 21,7 84
Qutubro 28,8 19,4 23,3 87
Novembro 28,4 20,7 23,9 85
Dezembro 29,9 21,6 25,8 84
Mécias 29,1 1¢,9 23,7 84,9
Ano: 1996

Janeiro 31,3 20,6 24,9 81
Fevereiro 32,2 20,7 25,5 79
Marco 31,1 21,1 25,6 85
Abril 28,8 21,0 24,¢ 83
Maio 28,8 18,8 22,8 83
Junho 27,3 18,1 z21,¢ 84
Julho 26,9 i6,9 20,8 84
Agosto 26,6 17,3 20,8 83
Mécdias 29,1 ig,3 23,4 82,7

Observa-se (Fig. 3.3) que a partir de novembro de 95 a
produgdo de basidiomas em frutcs abertos teve um declinio
acentuado, com pequena produgdo de basidiomas de maio a
julho/96, possivelmente devido ao elevado grau de decomposigéo
em gque sSe encontravam todos os <tratamentos, conforme se

verifica na figura 3.5.
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3.4 CONCLUSOES

Nas condicdes em gque foi desenvolvido este trabalho e

baseado nos resultados obtidos, conclui-se que:

e Frutos e sementes de cacau infectados por C. perniciosa
no sudeste da Bzhia sao importantes fontes de indculo da
vassoura~-de-bruxa;

e As condicdes climétices do sudeste da Bahia
possibilitaram ao patdgeno desenvolver-se abundantemente
em frutos de cacau infectados;

¢ A velocidade de decomposicdo dos frutos durante 24 meses
nédo foi suficientemente rapida para impedir a producéo

elevada de basidiomas.
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4 Sensibilidade “in vitro” de Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer a quatro compostos sulfurados.

RESUMO

Em condigdes de laboratério no Departamento de
Fitossanidade da UFLA avaliou-se “in vitro” a sensibilidade de
Crinipellis perniciosa aos compostos sulfurados: enxofre
elementar (100% de S), Thiovit (80% de S), Dithane M-22 (36, 68%
de S) e N-butilamino etanotiol cloroidrato (18,91% de S), nas
dosagens de 0, 1, 10 e 100 ppm, através do crescimento micelial
do fungo. Placas de Petri de 9 cm de didmetro dispostas
inteiramente ao acaso, em trés repeticdes, receberam um disco

ge 0,7 cm de dié&metro obtido das bordas de cultura pura com

seis dias de crescimento a temperatura de 25°C * 2°C. Leituras
diarias foram realizadas até a tomada de toda a superficie do
meio pelo fungo nas placas testemunha. Observou-se inibicdo do
crescimento micelial no Dithane M-22 e N-butilamino, e
crescimento igual ao da testemunha para o enxofre elementar e
Thiovit.

ARvaliou-se também a sensibilidade de C. perniciosa aos
mesmos compostos sulfurados em 8 dosagens, através da inibicéo
da ¢erminagio de basididsporos em léminas escavadas mantidas em
camara de crescimento a 25°C durante 5 horas. Na menor dosagem,
a porcentagem média de germinagdo foi de 85,25% e na maior nao

houve germinacdo para o Dithane M-22 e butilamino.

Pazlavras chave: Vassoura de bruxa, Crinipellis perniciosa,

compostos sulfurados.
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4 Sensibility “in vitro” of Crinipellis perniciosa (Sthael)

Singer to four sulfurous compounds.

ABSTRACT

The in vitro sensibility of Crinipellis perniciosa to four
sulfurous compounds was assessed in the plant pathology
laboratories of UFLA - MG measuring the mycellial growth of the
fungus in BDA plates with basic sulfur (100% of S), Thiovit
(80% of sS), Dithane M-22 (48,35% of S), and N-butilamino
ethanotiol chlorohydrate (18,91% of S), on doses of 0, 1, 10
and 100 ppm. Each parcel consisted of a 9 cm diameter Petri

Plate with a 0,7 cm disc of a pure culture of C. perniciosa

incubated in a growth chamber at 25°C % 2°C. The experimental
design was a completely randomized design with <three
replications. The colonies diameter was mensured daily until
the colonies cover the entire surface of the medium in the
contol plates (0 ppm). Dithane M-22 and N-butilamino inhibited
the micellial growth of (. perniciosa, while basic sulfur and
Thiovit showed similar growth to the conteol plates.

The C. perniciosa sensibility to these compounds
sulfurous, in the eight doses, was also assessed through the
inhibition of the basidiospores’ germination on concave slides
maintained in growth chamber at 25°C for 5 hours. In the
smallest dosage, the average percentage of germination was
85,25%, and in the high one there was no basidiospores

germination in the presence of Dithane M-22 and butilamino.

Key words: Witches’ broom, Crinipellis perniciosa, sulfurous
compounds.
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4.1 INTRODUCAO

Segundo Zambolim e Chaves (1989) o enxofre elementar & o
mais antigo dos pesticidas e ainda é vendido em grande
quantidade para o controle de doencas de plantas. Forsyth, em
1802, citado por Zambolim e Chaves (1989), foi o primeiro a
recomendar a aplicagdo do enxofre elementar no controle do
mildio pulverulento de &rvores frutiferas, em mistura com cal.

Nakayama (1995) descreveu que o enxofre pode ser absorvido
velas plantas de duas formas: ion sulfatc (S0:?) na forma
inorgénica, sendo reduzido e incorporado aos aminoacidos,
proteinas, coenzimas e outros compostos; e a incorporacgac deste
a estrutura orgénica sem a reducdo, como sulfolipidios ou
polissacarideos.

Oliveira (1995) realizou estudos da eficécia de 10
fungicidas protetores na inibicdc do crescimento micelial “in
vitro” de C. pernicicsa, tendo os rrotetores 6xido cuproso
{Cobre Sandoz), hidroxido de cobre (Garant) e oxicloreto de
cobre (Funguran), sido selecionados para serem avaliados em
condigdes de campo.

Edgington, Khew e Barron (1971) estabeleceram patamares de

toxidez para compostos considerados fungicidas: substancias com

DL:: < 1 ppm, s&@o considerados altamente fungitéxicos; com DL::

entre 1 e 50 ppm, moderadamente fungitdéxicos; e com DL:; > 50
ppm, ndo fungitdxicos.

Ramsden (1995) e Resende et al. (1996) estudaram o
envolvimento de taninos condensados e fitoalexinas na

resisténcia do cacaueiro & murcha de Verticillium (Verticillium
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dahliae Kleb), e constataram quatro novas fitcalexinas em
cacaueiro, sendo duas (&cido arjunélico e um composto a base de
enxofre elementar) mais abundantes e téxicos a conidios de V.
danhliae “in vitro”, o composto a base de enxofre elementar foi
dentre todas a substéancia mais toéoxica & germinagio de conidios
de Verticillium. Com base nesses resultados, e diante da
auséncia de dados sobre o efeito do enxofre ao C. perniciosa,
&' P nte trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade

de C. perniciosa a quatro compostos sulfurados.
4.2 MATERIAL E METODOS

Trés isclados de C. perniciosa foram obtidos da micoteca
do CEPEC, replicados parz BDA em placas de Petri de 9
centimetros de diametro e transportados para o Departamento de
itossanidade da UFLA em Lavras - MG. Os isolados estudados sé&o
originados dos principais municipios produtores de cacau do
sudeste da Bzhia, onde a doenca é mais severa: Camacan, Itabuna
e Urucguca.

No laboratdério da Clinica Fitossanitaria da UFLA em
Lavras-MG, os 1isolados foram repicados para placas de Petri
contendo melo BDA e incubadas a 25°C durante 6 dias. Ao meio
BDA fundente & 45-50°C, adicionou-se os compeostos sulfurados,
previamente pesados, distribuindo-o em seguida em placas de

Petri de 9 cm de didmetro. Apds a solidificagdo do meio, oi

X bl
implantado no centro de cada pla um disco de micélio de 0,7

cm de diametro, retirado da borda de cultura de C. perniciosa

)

reviamente ©preparadas, sendo as ©placas, posteriormente,

'O

ubadas & 25°C em cdmara de crescimentoc, no escuro total.

Foram avaliados inicialmente cinco compostos sulfurados:

A8
N

enxofre elemsntar, Thiovit, Dithane M-22, N-butilamino
etanotiol cloroidratado (dagui para frente referido como N-
butilamino) e Acido N-propilamino octanotilssulfurico, em
quatro dosagens de enxofre (S)(0, 1, 10 e 100 ppm). O estudo
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés

repetigdes. O composto &cido N-propilamino octanotilssulfurico
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foi descartado em funcdo de ser solubilizado somente em
metanol, o qual mostrou-se letal ao micélio de C. perniciosa.
As leituras tiveram inicio quarenta e oito horas apbds a
montagem do experimento, com intervalos de vinte e quatro
horas, avaliando-se o didmetro das colénias em centimetros nos
dois sentidos perpendiculares.

A avaliagdo da germina¢do dos basididésporos foi realizada
com material coletado no Setor de Fitopatologia do Centro de
Pesquisas do Cacau da CEPLAC na Bahia, que se encontrava
acondicionado em tubos plésticos com capacidade de 2 ml cada e

armazenado em nitrogénio liquido a uma temperatura de

aproximadamente -196°C. Os basididésporos apresentaram-se com
germinagdoc média em torno de 80%, e trabalhou-se com
concentracdes de 10° e 10° basididésporos/ml. Para ajustar a
concentragao final em 160 ppm (maior dosagem) da solucgdo

cuimica de cada produto na lamina escavada, uma aliquota de 40
ul de uma suspensdo estoque do produto & 200 ppm foi adicionada

2 10 pl da suspenséo de basidiésporos do fungo, sendo as demais
concentracdes obtidas por diluicdes sucessivas da suspensdo
estoque (200 ppm). As laminas escavadas com cada um dos quatro
compostos sulfurados nas dosagens de 160, 80, 40, 20, 10, 5,
2.5 e 1.25 ppm, foram colocadas sobre papel de filtro umedecido
centro de placas de Petri, com trés repeticdes para cada
dosagem, sendo em seguida colocadas para incubacdo em camara de
crescimento a 25°C durente 5 horas. Foi realizado a leitura de
4 campos por lé&mina escavada, obtendo-se a porcentagem média de
inibigé&o da germinagdoc dos basididésporos de . perniciosa, para
cada fungicida em cada uma das 8 dosagens.

Para obtencdo das eletrofotomicrografias de basididsporos
submetidos ao tratamento com Dithane M-22 (160 ppm) e agua
(testemunha), procedeu-se a fixagdo do material com adicao de
20 ml da suspensdc de basididésporos (estoque final disponivel)
em glutaraldeido 2.5% em tampdo de cacodilato de sédio 0,05 M,
pH 7,2 e sacarose 0,025 M, durante 2,5 horas a 4°C. Em seguida,
© material foi lavado 3 vezes durante 15 minutos cada, com a
solugado tampdo (cacodilato de sédio 0,05 M, pH 7,2) e para
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completar a fixagdo foi usado o tetréxido de ésmico 1% no mesmo
tampdo, durante 1,5 horas, sendo em seguida lavado com agua
destilada 2 vezes durante 10 minutos.

Para a contrastagdo em bloco, o material foi colocado em
acetato de uranila 0,5% em &gua durante toda a noite. Em
sequida, foi desidratado em gradientes de acetona: 10 minutos
em acetona a 30%, 50% e 75%; 10 minutos por 2 vezes em acetona
20% e finalmente 20 minutos por 3 vezes em acetona 100%.

Em seguida foi realizada a infiltracdo do material em
resina Epon. Inicialmente foi colocado em mistura 1:1
(Epon+acetona) durante 2,5 horas, em seguida transferido para
uma mistura 2:1 (Epon+acetona) durante mais 2,5 horas, e em
resina Epon pura durante 48 horas a 4°C. Em cada troca de
substancias, os materiais foram centrifugados durante 5 minutos
a 2.000 rpm para a agregacédo dos basididsporos. O emblocamento
final foi realizado colocando-se o material em Epon puro dentro
de céapsulas durante 24 h a 60°C.

Os cortes ultra-finos das capsulas contendo 0s
basididésporos foram realizados através de um ultramicrotomo
REICHERT-JUNG e colocados sobre grades de cobre. Essas grades
foram contrastadas com acetato de uranila 3% em adgua e citrato
de chumbo; em seguida levadas ao microscépio eletrénico de
transmiss&o EM 109-Zeiss (UFLA) para o exame dos cortes ultra-

finos e obtengdo das eletrofotomicrografias.

4.3 RESULTADOS E DISCUSAO

Na avaliagdo da sensibilidade do micélio de C. perniciosa
acs quatro compostos sulfurados, a tabela 4.1 mostra que na
dosagem de 1 ppm ndo houve inibicdo do crescimento para nenhum
dos compostos avaliados. Na dosagem de 10 ppm ©$ mesmos
compostos demonstraram pequena  agao inibidora sobre o
crescimento micelial dos isolados de Itabuna e Camacan, mas n&o
sobre o isolado de Uruguca. Na dosagem de 100 ppm os dois
compostos reduziram drasticamente o crescimento micelial dos

trés isolados, similarmente ao que foi relatado por Bastos
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(1986), que conseguiu com a calda bordalesa total inibicdo do
crescimento micelial do patdégeno a 50 ppm. Thiovit mostrou na
mais alta dosagem pequena redugdo de crescimento, apenas para o

isolado de Uruguca a 10 ppm.

TABELA 4.1: Crescimento micelial (Cm) médio'” de C. perniciosa,
apbés 15 dias submetidos a 4 compostos sulfurados,

em 3 dosagens, para 3 isolados.

Combinagdo: Dose/Isolado

Compostos Uruguca Camacan Itabuna
lppm
Enxofre 8, 30Aa 8,30Aa 8,30Aa
Thiovit 8, 30Aa 8, 30Aa 8, 30Aa
Dithane 8, 30Aa 8, 30Aa 8,30Aa
Butilamino 8, 30Aa 8,10Aa 8, 30Aa
10 ppm
Enxofre 8,30Aa 8,30Aa 8, 30Aa
Thiovit 8,30Aa 8,20Aa 8,30Aa
Dithane 8,10Aa 6, 50Bb 7, 70Bb
Butilamino 7,70Aa 5, 70Bb 7, 00Bb
100 ppm
Enxofre 8, 30Aa 8,30Aa 7,90Aa
Thiovit 6, 60Bb 8,10Aa 7,90Aa
Dithane 0,00ca 0,80Ba 0,30Ba
Butilamino 0,00Ca 0,00Ca 0,30Ba

"'Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, e da

mesma letra mindscula na 1linha, n3do diferem pelo teste de

Tukey (a=5%) .

Pelas fiquras 4.1 e 4.2 é facil visualizar que houve
variagdo na sensibilidade dos 3 isolados de acordo com a
dosagem, podendo os compostos enxofre elementar e thiovit serem
considerados, segundo os critérios estipulados por Edgington,

Khew e Barron (1971), como ndc fungitéxicos, uma vez que na
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dosagem de 100 ppm (> 50 ppm) estes compostos ndo inibiram 50%
do crescimento micelial.

O enxofre elementar nadoc foli capaz de inibir o crescimento
micelial de C. perniciosa “in vitro”. Observou-se que em BDA,
este composto nado se solubilizou por completo, ocorrendo
formagdo de peguenos gréanulos, indicativos de uma possivel

fundo das placas de Petri, prejudicando
0o micélio do fungo na

precipitacdo deste no
assim o contato do composto com
superficie do meio.



ISOLADO URUGUCA
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FIGURA 4.1: Crescimento micelial médio em Cm de C. perniciosa,

apbs 15 dias.



DITHANE-TISOLADO URUCUCA

DITHANE - ISOLADO URUCUCA BUTILAMINO - ISOLADO URUCUCA

PADRAO-ISOLADO CAN

L

DITHANE - ISOLADO CAMACAN ) BUTILAMINO - ISOLADO CAMACAN

DITHANE - ISOLADO ITABUNA
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FIGURA 4.2: Sensibilidade do micélico de trés isolados de
C.perniciosa quando submetidos ao Dithane M-22 e

ao butilamino.
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A avaliacgao da sensibilidade pela germinacgao de
basididésporos de C. perniciosa demonstra que na dosagem de 160
ppm, ndo houve germinag¢do quando na presenga de Dithane M-22
(Fig. 4.3). Para o Thiovit e butilaminc na dosagem de 160 ppm
0os basidibésporos germinaram muitoc pouco, cerca de 20%. O
Enxofre elementar foi dos 4 compostos sulfurados © gque causou
menor redugdo na germinagdc dos basididésporos, reduzindo
aproximadamente 40% da germinacdo na dosagem de 40 ppm.

A quantidade de produto necessdrio para reduzir em 50% a
germinacdc dos basidibésporos (DL 50), para o Dithane M-22 e
Thiovit foram bem menores (entre 10 e 20 ppm) quando comparado
com a dosagem necessaria para o butilamino (entre 40 e 80 ppm),
enquanto que o enxofre ndo atingiu os 50% de inibicdo em
nenhuma das dosagens avaliadas. O Dithane M-22 na dosagem de
2,5 ppm causou uma redugdo da germinacdo dos basididsporos bem
préximo de 50%. Estes resultados demonstram que os compostos
sulfurados avaliados provavelmente apresentam menor eficiéncia
sobre basididsporos que a calda bordalesa avaliada por Bastos

(1986), a qual inibiu a germinacdo de basididsporos a 1 ppmn.

% DE INIBICAO

—=2—ENXOFRE

1 100
N
; 80 | =l=THIOVIT
| 60 +
¢ "o | | ===DITHANE
0 20

0 =8=BUTILAMINO

1,25 2,5 5 10 20 40 80 160

DOSAGENS (ppm)
FIGURA 4.3: Inibigdo da germinacdo de basidiésporos de

C.pernicicsa na presenca dos 4 compostos

sulfurados, em relagdo a testemunha.
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Os resultados encontrados para o enxofre elementar sobre a
germinacdo de basididsporos de C. perniciosa s3o contrdrios aos
ercontrados por Resende et al. (1996), quando compostos a base
de enxofre elementar demonstraram maior efeito toéxico,
reduzindo sensivelmente a germinagao dcs conidios de
Verticillium. 1Isso comprova & ocorréncia especificidade de
fungicidas & diferentes classes de fungos.

Observagdes ao microscodpio oético (aumento de 1.000 X) da
germinagdo dos basididésporos de C. perniciosa, submetidos z 160
ppm dos 4 compostos sulfurados, evidenciam que os basididsporos

—

sZo sensiveis a todos o©s compostos (Fig. 4.4). Porém nesta

dosagem, os resultados da porcentagem média de inibig&o da

germinagdo dos basidiésporos mostraram diferencas entre os
4

compostos, conforme demonstrado na figura 4.3.



FIGURA 4.4

Basididsporos de C. perniciosa germinados em agua

eem 160 ppm dos compostos sulfurados.
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A figura 4.5 demonstra uma visdo morfoldégica de um
basididésporo de C. perniciosa, vista ao microscépio eletrdédnico
de transmissdo. Nesta figura, podemos observar a parede(P) do
basidiésporo e granulos de gordura(G) no seu interior.

Segundo Juliatti (1987), os fungicidas atualmente em uso
agem diretamente sobre o fungo, com capacidade de penetracio e,
possivelmente, acumulando-se em locais de atividade vital,
situados na superficie da célula ou dentro do protoplasma, onde
produzem interferéncias bioquimicas letais. O objetivo desta
dissertacéo ndo foi avaliar os mecanismos de interferéncia dos
compostos sulfurados no metabolismo dos basidiésporos,
entretanto estudos especificos neste sentido viriam elucidar
alteracgdes bioquimicas em organelas do basidiésporo.

Na figura 4.6 (A) podemos observar alterag¢des morfolédgicas
na parede(P) do basidiésporo de C. perniciosa tratado com o
fungicida Dithane M-22 (160 ppm), enquanto que na figura 4.6
(B) nao foram encontradas alteracdes deste tipo. Esses
resultados parecem estar de acordo com Juliatti (1987) quando
afirma que os fungicidas atualmente em usc podem agir sobre a

superficie do basididsporo (parede).



FIGURA 4.5:

Aumento = 11.000 X

Basididsporo de C. pernicicsa

eletrdnico de transmisséao.

G - Grénulo de gordura;

P - Parede do basididsporo.
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visto ao microscépio
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A: aumento = 40.000 X B: aumento = 40.000 X

FIGURA 4.6: Detalhe da parede do basidiésporo de C. perniciosa.
A: Parede zlterada (Dithane M-22).

B: Parede intacta (Testemunha).



4.4 CONCLUSOES

Nas condigdes em gque Lol desenvolvido este trazbalho e com

base nos resultados obtidos, conclui-se gue:

e 2 melhor inibicéo do crescimento micelial de
C.perniciosa foi obtido com Dithane M-22 e butilamino;

e Nas presentes condigdes de estudo ¢ enxofre elementar
nao inibiu o crescimento micelial nem a germinagdo de
vasididsporos de C. pernicicsa;

e Zxiste wvariacdo na sensibilidade dos isolados aos

compostos testados.
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5 DISCUSSAO GERAL

Observagdes de campo de extensionistas da CEPLAC e
produtores rurais do sudeste da Bahia, indicavam que frutos de
cacau infectados por C. pernicicsa nesta regido teriam

importéncia como fonte de indéculo do patdgenc, diferentemente

(L

lo gue ocorre na regidoc Amazdnica, centro de origem da doenca,

mn

endo estas observacdes confirmadas e quantificadas no presente
trabalho. As chuvas bem distribuidas no sudeste da Bahia,
guando comparado com a regido norte do Brasil, que possui um
periodo de seca bem definido, contribuem de forma decisiva para

0 desenvolvimento de basidiomas de C. perniciosa em frutos de

Atraves das avaliagdes sobre o crescimento mnicelial, o
isclado de Uruguca demonstrou ser o menos sensivel aos
compostos com ag¢do inibitdéria (Dithane M-22 e butilamino),

© cue o isolado de Itabuna comportou-se como © mais

reducac do crescimento micelizl a

10 ppm dos compostos Dithane M-22 e butilamino. Na dosagem de

100 ppm os compostos Dithane M-22 e butilamino reduziram
drasticamente o crescimento micelial dos 3 isolados.

Considerando gque basididspeoros sdc as Unicas estrutura
infectivas de C. perniciosa, e que sdo altamente sensiveis a
fungicidas e outros produtos quimices, seria recomendéavel
avaliar a relagdo custo/beneficioc dos fungicidas recomendados
atualmente para o© contrcle da vassoura-de-bruxa e produtos

~
L

-
ﬂ“

alternativos de menor custo de agquisicéa

U‘}





