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CORRELACOES FENOTIPICA E GENOTIPICA ENTRE CARACTERISTICAS DO
FRUTO DE CULTIVARES DE COQUEIRO (Cocos nucifera L.)

Wilson Menezes Aragao’, Carina Mendes Loiola’, Fernanda Barreto Aragao®, Angélica Maria Ramos!

]Embrapa Tabuleiros Costeiros. Av. Beira Mar, 3250. Caixa Postal 44, 49001-970. Aracaju, Sergipe, Brasil. E-mail:
aragaowm @cpatc.embrapa.br; Universidade Federal de Sergipe.

A estimativa de correlagdes principalmente genotipica entre pares de caracteres agrondmica e econdmica, como os caracteres
do fruto, é uma estratégica importante para acelerar o programa de melhoramento genético do coqueiro o que e se constituiu no
objetivo desse trabalho. O ensaio foi conduzido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros na Fazenda Agreste, Platd de Nedpolis/SE,
empregando o delineamento experimental de blocos ao acaso, com 4 repeti¢des, 14 cultivares (6 andes e 8 hibridos) e 4 plantas tteis
por cultivar. De cada planta colheu-se um fruto nos estadios de desenvolvimento de 1 més a 12 meses, no qual foram avaliados os
seguintes caracteres: peso do fruto (PFR), peso da fibra (PFI), peso da noz (PNO), peso do coque (PCQ), peso do albiimen sélido
(PAS) e peso do albimen liquido (PAL). Os caracteres baseados nas suas médias, foram submetidos a andlise de varidncia e
covariancia e estimados os coeficientes de correlagio fenotipica (r,) e genotipica (rg). As correlacdes fenotipica e genotipica entre
os pares de caracteres do fruto sdo, normalmente, positivas e altamente significativas, indicando que melhorando o coqueiro para
quaisquer das caracteristicas, peso do fruto, peso da fibra, peso da noz, peso da polpa e peso da dgua, indiretamente estara se
melhorando para as demais caracteristicas.

Palavras-chaves: melhoramento genético, variedade e selecéo.

Phenotypic and genotypic correlation among fruit characters of coconut cultivars. The
study aimed to estimate the correlation mostly phenotypic and genotypic among pairs of agronomic and economic characters,
such as fruit characters as an important strategy to accelerate the genetic improvement program in coconut. The trial was carried
out by Embrapa Tabuleiros Costeiros at Fazenda Agreste in the Platé de Nedpolis/SE in a randomized blocks design with 4
replications and 14 treatments represented by the coconut cultivars ( 6 dwarfs and 8 hybrids). Parameters were recorded in 4
plants per plot. For each plant one fruit was harvested for each development age of 1 to 12 months and the characters of fruit
weight (PFR), husk weight (PFI), net nut weight (PNO), shell weight (PCQ), flesh weight (PAS), and water weight (PAL) were
recorded. Data were submitted to variance and covariance analysis and the phenotypic (r,) and genotypic (rp) correlation coefficients
were estimated. The phenotypic and genotypic correlation between pairs of fruit characters are normally positives and highly
significant, indicating that the improvement of any characteristic of fruit weight, husk weight, net nut weight, flesh weight, and
water weight will indirectly improving the remain characteristics.

Key Words: genetic improvement, variety and selection of characters.

Recebido para publicagio em 03 de junho de 2004. Aceito em 26 de abril de 2005. 1



2 Aragidoetal.

Introducao

O coqueiro € a palmeira de maior importincia
socioecondmica das regides intertropicais do Globo,
além de apresentar um importante papel na
sustentabilidade de ecossistemas frageis do litoral,
principalmente, na regiao Nordeste. Pela magnitude dos
produtos obtidos das diferentes partes da planta, pode-
se afirmar que do coqueiro tudo se aproveita. Entretanto,
os principais produtos sdo oriundos dos frutos, como
copra, 6leo, dcido latrico, leite de coco, farinha, 4gua-de-
coco, fibra, p6 de coco e raciio animal. Nos paises asidticos,
africanos e na maioria dos paises da América Latina, o
fruto do coqueiro € utilizado basicamente para produgdo
de copra e de 6leo. No Brasil, utiliza-se o fruto para o
consumo in natura do albimen liquido (4gua-de-coco) e
do albimen sdlido (polpa), e para o uso agroindustrial do
albimen s6lido para se obter leite de coco, farinha de coco,
e da dgua-de-coco (Aragdo et al, 2002).

Apesar dessa importancia, a producdo brasileira de
frutos € muito baixa, isto é, 30 frutos/planta/ano. Para
aumentar essa producdo € necessdrio desenvolver um
programa de fomento a cultura do coqueiro com base
em cultivares melhoradas. Por outro lado para acelerar o
processo de melhoramento de espécies perenes como o
coqueiro, uma das estratégias que pode ser utilizada € a
estimativa de correlagdes fenotipicas e, principalmente,
genotipicas entre os caracteres de interesse agrondmico
e econdmico.

O estudo da relacdo entre caracteres € de fundamental
importancia, pois no melhoramento, preocupa-se em
aprimorar o material genético ndo para caracteres isolados,
mas para um conjunto destes, simultaneamente. Essa
associa¢do pode ser avaliada no seu modo mais simples,
através das correlacdes fenotipica, genotipica e ambiental
(Vencovsky, 1992).

A pleiotropia €, basicamente, a causa de correlagdo
genética. Ligacdes génicas sdo causas transitdrias,
especialmente em populagdes derivadas de cruzamento
entre linhagens divergentes (Falconer, 1981). Se dois
caracteres apresentam correlagdo genética favordvel, é
possivel obter ganhos para um deles por meio da selecdo
indireta no outro associado. Em alguns casos, a selecdo
indireta, com base na resposta correlacionada, pode levar
a progressos mais rapidos do que a selecdo direta do
cardter desejado. Entretanto, se um carater correlacionar-
se negativamente com alguns e positivamente com outros,
deve-se tomar o cuidado de, ao selecionar esse, nao
provocar mudangas indesejdveis em outros (Cruz &
Regazzi, 1994). E conveniente salientar que os sinais de
correlagdo fenotipica e genotipica podem ser diferentes,
sendo atribuido a erros de amostragem.
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Este trabalho objetivou estimar as correlagdes fenotipicas
e genotipicas entre os pares de caracteres do fruto para
acelerar o programa de melhoramento de coqueiro.

Material e Métodos

O ensaio foi conduzida na Fazenda Agreste situada
no Platd de Nedpolis, SE empregando 14 cultivares de
coqueiro, sendo seis de coqueiro ando (Anao Amarelo
do Brasil de Gramame — AABrG; Ando Amarelo da Malasia
— AAM; Ando Verde do Brasil de Jiqui — AVeBrJ; Ando
Vermelho do Brasil de Gramame — AVBrG; Aniao Vermelho
de Camardes — AVC e Ando Vermelho da Malasia— AVM)
e oito de coqueiro hibrido (AABrG X Gigante do Brasil
da Praia do Forte — GBrPF; AABrG X Gigante do Oeste
Africano — GOA; AABrG X Gigante da Polinésia — GPY;
AVBrG X GBrPF; AVBrG X GOA; AVBrG X GPY; AVBrG
X Gigante de Rennell - GRL e AVeBrJ X GBrPF).

O clima daregido € do tipo A’s segundo a classificacido
de Koeppen, com precipitacdo média anual normal de
1270 mm, dos quais 71,8 % e 28,2 % ocorrem nos
periodos de chuva e seca, respectivamente. A
evapotranspiragdo média anual é de 1770 mm, com
temperatura média anual de 24,7 ° C, média das médximas
de 30 ° C e média das minimas de 19,4 ° C. A umidade
relativa € de 76,67 %.

O solo ¢ do tipo podzdlico Vermelho-Amarelo com
baixa fertilidade natural, apresentando na camada de 10 a
20 cm de profundidade a seguinte composicdo quimica:
pH em dgua - 5,69; P-515 ppm; K — 30,62 ppm; Ca -
0,90 mcq/100ml; Mg - 0,47 mcq/100ml; Al — 0,12 mcq/
100ml e M.O - 0,95 %.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
ao acaso, com quatro repeti¢des. Foram avaliadas 4 plan-
tas de cada uma das 14 cultivares em cada repeticao.

Para avaliacdo dos frutos e de seus componentes nas
idades desejadas de O (momento da abertura natural da
inflorescéncia) a 12 meses, o peciolo das folhas corres-
pondente as inflorescéncias foi datado no dia da sua aber-
tura natural por um periodo de um ano. Apds a colheita
dos frutos, foram feitas as seguintes avaliacdes (em g):
peso do fruto (PFR), peso da noz (PNO), peso do coque
(PCq), peso do albimen sélido (PAS) e peso do albtimen
liquido (PAL). O peso da fibra (PFI) foi obtido pela dife-
renga entre PFR e PNO.

De acordo com o modelo de Cruz & Regazzi (1994)
foram estimadas as correla¢des fenotipica e genotipica.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo apresentados as estimativas das
correlagdes fenotipica (r) e genotipica (r, entre os



Correlagoes fenotipica e genotipica entre cultivares de coqueiro

diversos pares de caracteres avaliados nos frutos das
cultivares de coqueiro. Observa-se nessa Tabela que as
correlacdes foram positivas e normalmente altamente
significativas entre os pares de caracteres PFR/PFI ,
PFR/PNO, PFR/PCQ, PFR/PAL , PNO/PFI , PCQ/PFI
, PAL/PFI, PNO/PCQ, PNO/PAL e PCQ/PAL nos frutos

colhidos nas idades para consumo da dgua-de-coco (em
torno de 7 meses) e de frutos secos (11 e 12 meses) para
uso agroindustrial do albimen sdlido, fibra, entre outras
caracteristicas; e entre PFR/PAS, PAS/PFI, PNO/PAS e
PCQ/PAS nos frutos colhidos a partir, normalmente, do nono
més de idade e, principalmente, nas idades de frutos secos.

Tabela 1. Correlagdes fenotipica e genotipica entre os pares de caracteres: peso do fruto (PFR), peso da noz (PNO), peso do coque
(PCQ), peso do albimen sdlido (PAS), peso do Albimen liquido (PAL) e peso da fibra (PFI), avaliados em cultivares de coqueiro,

Aracaju, SE, 2004.

Meés
Caracteres Correlagdo 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PFR/PFI I 0,64  096%*  0,99%* 099%* 0,99%*  0,98** 0,99%*
r, - L,0o0o**  0,99%*  0,99%*  1,00%*  0,99%*  0,99%%*
PFR/PNO I 0,16™  0,66* 0,93** 0,92%* 0,88**  0,89%* 0,91%*
r, - 0,89%*  0,97** 0,94** 093**  0,95%*% 0,93%*
PFR/PCQ I, 0,30%  0,80%*  0,96*%*% 097** 0,95%  097%* 0,96%*
r, 0,068  0,96%*  0,99%*  0,99%*  (,98%* 1,00¥*  0,97*%*
PFR/PAS I -0,11% -0,46%* 0,47* 0,64* 0,75%*%  0,80*%*  0,82%*
r, - -0,64* 0,53* 0,89** 0,92%*  0,88%* (,86%*
PFR/PAL r, 0,3%  0,60* 0,94%*  0,56* 0,128 0,68%* 0,92#* 0,87#* 0,80%*  0,82%* (,78%*
r, - 0,64% 0,95%* - - 0,91#*  1,00%* 0,89** 0,89%*  0,90%* 0,87%*
PNO/PFI I -0,36N  0,47* 0,88** 0,86%* 0,81**  0,76%* 0,82%*
r, -0,91%* 0,86%*  0,93** 0,89%* 0,89%¥*  0,90%* 0,86%*
PCQ/PFI I, -0,18%  0,67* 0,92%*  0,94%* 0,92%*  091%*% 0,92%*
r, -0,35%  1,00**  0,97%*  097**  0,95%* 1,00%*  0,93%%*
PAS/PFI I -0,69*%  -0,56* 0,37%  0,57* 0,67* 0,65% 0,72%%*
r, -0,99%% -0,71%*  0,43* 0,83** 0,88**  0,81%*% 0,78%*
PAL/PFI I, -0,37%  0,53* 0,88** 0,80%* 0,72%*  0,68* 0,68*
r, - 0,88**  0,97** 0,84** 0,84%*  (,83** (,80%*
PNO/PCQ I 0,93** 0,92%*  0,96%* 095%* 0,94%*  0,93%* 0,94**
r, - L,00**  0,98%* 0,96%* 0,99%*  0,96%* 0,97**
PNO/PAS I, 0,77*%* -0,01~s 0,64* 0,80** 0,93**  0,98%*% 0,97%*
r, 1,00%* -0,50% 0,73**  1,00%*  1,00%¥*  0,99%*% 0,99%*
PNO/PAL I 0,77#% 0,92%*  098** 0,98** 0,98**  (0,98**  (,92%%*
r, - 0,93**  1,00%*  1,00%* 1,00%* 1,00¥*  0,97*%*
PCQ/PAS I, 0,70%** -0,09Ns 0,50* 0,69* 0,81%*  0,85%*  0,89%*
r, 0,76%* -0,53* 0,58* 0,88** 097**  0,89%*  0,94%*
PCQ/PAL rf 0,56*  0,80%*  0,93** 0,89%* 0,86%*  0,85%* 0,77**
r, - L,00**  1,00%¥* 0,93** 0,99%*  0,92%*  (,89%*
PAS/PAL I, 0,46* -0,35N8 0,49% 0,73*¥*%  0,89%*  0,97*%*% 0,86%*
r - - - - 0,108 0,218

Legenda: ™ Nio Significativo; * Significativo a 5%.;

** Altamente significativo a 1%.
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Esses resultados indicam que melhorando o coqueiro
para qualquer caracteristica do fruto, por exemplo, para
peso do fruto, indiretamente estard se melhorando a
produgdo de fibra, de coque, da noz e dos albimens sélido
e liquido. Segundo Gopimony & Mathew (1991), altos
valores de correlacdes genotipicas entre pares de
caracteres indicam predomindncia de genes aditivos
governando a expressdo desses caracteres e essas
correlagdes genéticas envolvendo associa¢do de natureza
herddvel, podem, por conseguinte, ser utilizada na
selecdo indireta em programa de melhoramento (Cruz
& Regazzi, 1994).

Os resultados acima estdo de acordo com Satyabalan
& Mathew (1984), os quais estimaram correlagdes
altamente significativas entre: PFR/PFI; PFR/PNO; PNO/
PCQ; PFR/PAS; PFR/PCO; PNO/PAS; PNO/PCQ; PNO/
PCO; PAS/PCQ; PAS/PCO. Também Cooke (1934),
estimou correlagdes positivas e altamente significativas
entre PFR/PAS e PAS/PNO. Harland, citado por
Satyabalan & Mathew, observou que variedades com noz
grande tinham um alto peso de copra por fruto e
considerou a correlacio entre peso da noz e peso da copra
por fruto como a mais importante.

Conclusoes

e As correlagdes entre todos os pares de caracteres
do fruto sdo, normalmente, positivas e altamente
significativas.

e A selec@o para qualquer caracteristica do fruto
como peso do fruto, peso da fibra, peso da noz, peso do
albumen sdlido e peso do dlbumen liquido, indiretamente
resulta em sele¢do para as demais caracteristicas.
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MICROBIAL EVALUATION ASSOCIATED WITH THE COESO LAYER
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This study looked at some fundamental aspects of the coeso layer of the Brazilian Coastal Tableland soils aiming to define
procedures more adapted in the use and management of those soils. The Brazilian Coastal Tableland constitutes a very extensive
ecosystem of great agricultural potential. Adequate knowledge of the coeso layer can bring valuable contributions to a sustainable
agricultural production and environment protection. Microbial alternatives can be used associated to the current existing options
(mechanical subsoiling) or plants with root system capable to grow through the coeso) to decrease the agricultural limitations of the coeso
layers. The objective of this study was to evaluate the influence of different land uses on the qualitative and quantitative distribution of
the microbial population of a Brazilian Coastal Tableland soil. The study was carried out at the Brazilian Wood Ecological Station and
vicinity, in state of Bahia (between 16°10 to 16°30° S and 39°05’ to 49°40° WG). Two soil horizons (A: 0-15 cm and B: 35-50 cm) were
studied in four different land use areas (natural forest, rubber tree plantation, pasture and annual crops). The soil samples were analyzed
at laboratories of the Cocoa Research Center (CEPEC / CEPLAC - Bahia, Brazil) and Soil and Water Science Department at the
University of Florida (Florida, USA). Specific media were used to verify the fungal and bacterial colonies of fresh and air-dried soil.
Penicillium sp was the dominant fungus species for all land uses on the fresh soil samples, including the B-horizon — that represents the
coeso. The dominant fungi were characterized by DNA analysis. The genetic distance showed, by trend, a little difference between the
Penicillium sp from A-horizons and that ones from B-horizons. The soil under pasture presented a higher regularity on the occurrence
of fungal and bacterial colonies. The relevant occurrence of bacteria and fungi into the B-horizon, in most of the studied areas, can
means an interesting indicator of possibilities to the biological improvement on the coeso layers. The soil under annual crop
presented a greatest diversity of fungi. The obtained information points to a correlation between microbial population and organic
maters, which could be used as a possible way to improve the agro-environmental properties of the coeso’s soils.

Key words: Coeso soil, Brazilian Coastal Tableland, microorganisms.

Avaliacao de microorganismos associados com a camada coesa em solo de Tabuleiros

Costeiros no Brasil. Estudaram-se alguns aspectos fundamentais da camada coesa dos solos de Tabuleiros Costeiros
brasileiro, como subsidios para definir procedimentos mais adaptados para o uso e manejo daquelas terras. Os Tabuleiros Costeiros
no Brasil constituem-se em um ecossistema extenso e de grande potencial agricola. Conhecimentos adequados sobre a camada coesa
podem trazer valiosas contribui¢des para a producdo agricola sustentdvel e protecdo de ambiente. Alternativas com microorganismos
podem ser usados associadas as opcdes existentes (subsolagem mecénica ou plantas com sistema de raiz capaz de penetrar no coeso) para
diminuir as limitagdes agricolas daquelas camadas. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes usos da terra na
distribui¢@o qualitativa e quantitativa da popula¢ao microbiana de um solo dos Tabuleiros Costeiros brasileiro. O estudo foi realizado na
Estagéio EcolGgica do Pau-Brasil e dreas no entorno, no estado da Bahia (entre 16°10'e 16°30'S, e 39°05' e 49°40' WG). Dois horizontes
do solo (A: 0-15 cm e B: 35-50 cm) foram estudados sob quatro diferentes usos da terra (floresta natural, seringueira, pasto e cultivos
anuais). Amostras de solo foram analisadas em laboratérios do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC / CEPLAC - Bahia, Brasil) e
Departamento de Ciéncia do Solo e da Agua, na Universidade de Flérida (Flérida, E.U.A.). Foram usados meios de cultura especificos
para verificar colonias de fungos e bactérias, em amostras de solo frescas e secas ao ar. Penicillium sp. foi a espécie de fungo dominantes
em todos os usos da terra nas amostras de terra frescas, inclusive no horizonte B - que representa o coeso. Os fungos predominantes foram
caracterizados por analise de DNA. A distancia genética mostrou, como tendéncia, uma pequena diferenca entre os tipos de Penicillium
sp. do horizonte A e aqueles do horizonte B. O solo sob pasto apresentou uma regularidade na ocorréncia de colonias de fungos e
bactérias. A relevante ocorréncia de bactérias e fungos no horizonte B, na maior parte das dreas estudadas, representa um interessante
indicador das possibilidades para melhoria biolégica nas camadas coesas. O solo sob cultivos anuais apresentou uma maior
diversidade de fungos. As informacdes obtidas podem indicar para uma relagio entre populagdo microbiana e matéria organica, o
que poderia ser usado como um possivel principio para melhoria das propriedades agro-ambientais dos solos coesos.

Palavras-chave: Solo coeso, Tabuleiros Costeiros brasileiros, microorganismos.
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6 Microbial associated with Coastal Tabeland Soil

“There is nothing in the whole nature which is more important or deserves much attention as the soil. Truly it is the soil which nourishes
and provides for the whole nature, the whole of creation depends on the soil, which is the ultimate foundation of our existence”. Friederich

Albert Fallon

Introduction

The concept of soil quality has been developed to
characterize the usefulness and health of soils. Several soil
and land indicators have been suggested (Doran et al.,
1994). A better understanding of soil quality is fundamental
for rehabilitation of degraded soils and environment
(Mermut, Eswaran, 2001), thus, the interrelationship
between physical properties, microbial populations and
organic carbon dynamics are very important.

Conventional agricultural systems have caused
significant alterations in the characteristics of natural
ecosystems, mainly with respect to the conditions of
soil, and particularly, on some of its physical attributes.
It is of fundamental importance to promote further
studies on the interrelation between biological and
physical soil conditions.

The coeso layer present in some soils means a
physical limitation that affects the dynamics of several
edaphic attributes. The term ‘coeso’ is used to distinguish
subsurface soil horizons that have hard, very hard or
extremely hard consistency when dry but are friable when
moist. This horizon also exhibits low fertility, low pH,
increased aluminum saturation in the subsurface layer,
low organic matter, low CEC and low water retention
(Araujo, 2000; Souza, 1996; UFV, 1984). The coeso layer
affects the air, water and nutrients dynamics and limits
the root penetration. This study emphasizes the microbial
conditions in the coeso soil, in order to advance in its
characterization. The Brazilian Coastal Tableland region
has a great agricultural and ecological diversity, but just
a few studies about this subject have been done.

Microorganisms and soil conditions

The advances in the systemic examination of
microorganisms have not been used as an important
tool to study the problems of compactness of Coastal
Tableland soils. Soil microorganisms are responsible for
factors related to soil health because they are integrants
and participants of several physical, chemical and
biological phenomenons. Microorganisms that develop
activities under adverse soil conditions can have a key
role on the amelioration and conservation of those soils.
The identification of the referred microorganisms opens
the possibility for broader knowledge concerning
different decomposition and incorporation levels of soil
organic matter.

The conventional agricultural systems greatly alter
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natural regulation. How will the
dynamics of the microorganisms be altered, in different
layers of the soil, starting from the changes in the land use
and, consequently, in the characteristics of the radicular
zone — within the body of the soil? They probably have a
great influence on the health and sustainability condition
of the soil.

Cultivation increases the accessibility of organic matter
to microbial attack by disruption of soil structure (Voroney
et al., 1981). Rupturing of soil aggregates promotes
destabilization of the organic matter, making it susceptible
to microbial decomposition (Sollins et al., 1996).

Over the last few decades subsoiling followed by
liming, fertilization and irrigation, are main management
technique used to solve temporarily the problems of the
coeso layer in Tableland soils (Cassel, 1979; Nacif, 1994).
More recently, Alvarenga et al. (1996) and Carvalho et
al. (2001) have used successfully plants whose roots
penetrate and surpass the coeso layer creating pores.

The association of the current management techniques
used to overcome the coeso layer along with the
establishment of a desired microbial populations may
successfully increase the sustainability of agricultural
systems, in the long run, and enable successful reclaim
of polluted soils and also protect natural ecosystems.

Studies, such as the current one, that generate
information on the microorganisms acting in the coeso
Tableland layer can yield to improve management
practices for these problem soils.

Improving the organic matter content in the B-
horizon.

How could be possible to manage the belowground
biological functions to ameliorate the soil properties around
the natural or anthropogenic compaction? In this way,
the root system environment, its exudates and other
organic substances, quickly decomposable by soil
microbial, are fundamental.

What could be the best substrates to improve microbial
populations and activities into the coeso layers? The
decomposition of senesced plant litter represents an
important intermediate step in the cycling of nutrients
between above and belowground systems. The rate of
decomposition of plant litter is sensitive to fluctuations in a
number of parameters, including environmental conditions,
and particularly to changes in the quality of the litter.

The composition and diversity of biotic communities
are controlled by the availability of growth-limiting
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resources. The amount and types of organic compounds
entering the soil from plant litter and root control the
availability of resource for soil microbial populations. Because
plant communities differ in the amount and type of substrates
entering the soil, could be reasoned that the composition
and function of soil microbial communities should differ
with the dominant vegetation (Myers et al., 2001).

The organic matter, also referred to as humus,
represents one of the more stable transformation products
formed in the course of residues decay. The soil organic
matter is a valuable constituent because imparts many
desirable biological, chemical and physical soil properties
(Doran et al., 1996) that are very important to improve
soil quality.

In agricultural ecosystems, considering their
locations, the roots are very susceptible to decay but,
during growth, roots supply exudates and sloughed-off
cell materials that serve as carbon substrates for the
microbial population as the same manner as post-harvest
root residues (Wagner and Wolf, 1998). In natural
ecosystems, considerable belowground residues are
deposited continuously each year from root systems.

Carvalho et al., (2001) evaluated the relative power
of root penetration of nine vegetal species (7 legumes
and 2 grasses). They concluded that the legumes
Crotalaria juncea L., Calopogonium mucunoides Desv.
and the grass Brachiaria humidicola (Rend.) Schw were
the species that explored a large soil volume in depth. It
is possible that root systems of the mentioned plant
species release a higher amount of exudates that will
permit the existence of large microbial population. Upon
death and decomposition of the roots, “bio-pores” that
can increase the air and water circulation, are formed.
Thus, studies about biological improvement of coeso soils
must be expanded.

Examining conservative management methods used
on Brazilian soils, Reeves (2001) concluded that intensive
crop rotation reduces soil compaction, improves soil
quality and reduces risks from short-term droughts,
because of the high-residue cover crop production that
largely influences soil structure, carbon and microbial
populations, among others.

The majority of the carbon, when soil
microorganisms decompose organic material, is evolved
as CO, or incorporated into biomass. However, a portion
of the carbon is biochemically altered and remains in the
soil as organic matter. The amount of soil organic matter
accounts for up to 5% of the total soil volume, but it
exerts a very large influence on soil properties — for
example, improving the cation exchange capacity and
promoting aggregation. Improved scientific knowledge
on mentioned aspects represents the possibility of new

technological inputs to the coeso soils management that
would attribute value and income to the agricultural use
of lands and improvement of the environmental quality.

The objective of this study was to evaluate the
influence of different land uses on the qualitative and
quantitative distribution of the microbial population of a
Brazilian Coastal Tableland soil.

Material and Methods
Study sites and sampling

Two soil horizons were studied under four different
land uses. The sampling focused on the A and B-horizons
of an Argissolo Amarelo Distréfico coeso (Ultisol) located
in the vicinity of the Esta¢do Ecoldgica de Pau-Brasil -
ESPAB (16°10” to 16°30” S and 39°05° to 49°40° WG).
The A-horizon was a sandy loam texture O to 15 cm deep,
while the B-horizon was a coeso of sandy clay loam texture
at 35 to 50 cm depth. The deeper horizon was
representative of the coeso. The climate is tropical without
a dry season (Af by Koeppen) and with total rainfall of
1600 mm per yr. Drier months receive about 60 mm. The
average annual temperature in 23°C and air humidity is
86% (Leao & Melo, 1990; Santana et al., 2001).

The first land use is natural forest - NF. NFis a 1,100
ha area of native Atlantic Forest, which was the
characteristic vegetation cover type of the area and once
stretched along the coast of Brazil. Today the native forest
has survived in just 7% of its natural range. The second
land use was an 11 ha rubber tree (Hevea brasiliensis)
plantation -RT. The area had been under cultivation for
22 years. Trees were planted at 476 trees per hectare at
a 7 by 3 m spacing, and the legume Pueraria javanica,
covered the soil between trees. The third land use was
50 ha of 25-year-old pasture (Brachiaria decumbens) —
PA. The area was originally ploughed to 15 cm depth.
Six years previous to these measurements the area was
limed (2 t ha'!, 25% Ca + 13% Mg) and fertilized (200 g
per planting hole of ordinary super phosphate). The last
land use was annual cropping — AC of 3.5 ha. This area
was cultivated for 14 years preceding this study by small
farmers. Main crops were corn (Zea mays), bean
(Phaseolus vulgaris), pumpkin (Curcubita moschata),
sugar-cane (Saccharum officinarum) and cassava
(Manihot spp). When this site was sampled, cassava had
been growing for the past 12 months. It was fertilized
with 40 g per plant of ordinary super phosphate. This
area was burnt every 5 to 6 years and ploughed to a
depth of 15 to 20 cm followed by harrowing. All study
areas had never been subsoiled.

Four replicates of soil samples of each depth from
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four different locations within a land use were taken.
The different locations within a land use were at least
30-50 m far from each other. The four replicate samples
at each location within a land use were combined for
each depth.

Fungal and bacterial analyses
To identify fungi, 2 grams of fresh soil were placed
in Petri dishes in selective media composed of PDA +
Rose of Bengal + antibiotic (PDA: 200 g potato, 12.5 g
dextrose — CH ,O,, and 17.5 g agar; Rose of Bengal:
0.05 g for 1 L of PDA media; Suspension of streptomycin:
750 mL sterile water + 1 g antibiotic, using 50 mL
suspension for 500 mL of PDA). For bacteria, the medium
had: Tryptic-soy broth (3 g/L), agar (12 g/L),
Cycloheximide (25 mg/L) and Antifoam Agent (25 mg/
L). The plates were incubated and observed regularly
for counting and isolation of colonies (Fernandez, 1993).
Materials of the fresh soil were inoculated under 10+
dilution. Within the isolated fungi obtained from the
different land uses, nine isolates were selected for DNA
analysis. These isolates were previously characterized
and classified on the basis of their morphological
characteristics. Mycelia mass of each isolated were
produced in Petri dishes containing PD liquid media.
The following procedure was applied on the air-
dried soil samples, and the media were based on Johnson
& Curl (1972). For fungi the medium used was composed
of potato dextrose agar — PDA (39 g/L), Tergitol NP-10
(1ml/L) and was added, after autoclaving, Streptomycin
(100 mg/L) - use water suspension, Chlortetracycline —
HCI (50 mg/L) - use water suspension. Materials of the
soil (5 g air dry) were inoculated under 10 dilution. The
medium used for bacteria was composed of Tryptic-soy
broth (3 g/L), Agar (12 g/L), Cycloheximide (25 mg/L),
Antifoam Agent (25 mg/L). Soils (5 g air dry sample)
were inoculated under 10 dilution. The number of
organisms capable of growth on the specific medium
was referred to as “colony forming units” — CFU, and
calculated by: CFU/g soil = (No. colonies x final dilution)
/ g dry soil (Wollum II, 1982).

Extraction of DNA

The DNA / RAPD markers procedure was applied on
the dominant fungi obtained from fresh soil samples.
Mycelia mass or cell suspensions of each isolate were
used for extraction of genomic DNA. The extraction
methodology was optimized from the approach described
by Doyle and Doyle (1990). After extraction, the DNA
concentration was estimated by spectroscopy at 260 nm
(Sambrook et al., 1989). Bands of genomic DNA were
separated by electrophoresis in a 0.8% agarose gel and
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used as indicator of integrity and of purity of the DNA
extracted. After measurement, the DNA samples were
diluted to a concentration of 10ng mL".

Obtaining RAPD markers

DNAs were amplified by a RAPD (Random Amplified
Polymorph DNA) procedure. The amplification was
accomplished in a 25 nl solution containing 10 mM Tris-
HCL (pH 8.3), 50 mM KCI, 2 mM MgClI2, 100 mM
each of desoxe-nucleotides (dATP, dTTP, dGTP and
dCTP), 0.4 mM of a “primer” (Operon Technologies Inc.,
Avenue, CA, U.S.A.), Taq polymeraze and about 30 ng
of DNA. Approximately 15 decamers primers were used
to obtain RAPD markers. The amplifications were
performed in thermo circulator, programmed for 40
cycles, each constituted by the following sequence: 15
seconds at 94 °C, 30 seconds at 35 °C and 90 seconds at
72 °C. After 40 cycles a final extension phase of 7 minutes
at 72 °C and finally, the temperature was kept at 4 °C.
After amplification, 3 ml of a mixture of blue of
bhromophenol (0,25%), glycerol (60%) and water
(39,75%) were added to each sample.

Genetic matrix of distances

The RAPD markers were converted to a binary matrix
and genetic distances between the peculiar isolates were
calculated based in the complement of the coefficient of
similarity (D) of Nei & Li (1979), utilizing the Program
Genes (Cruz, 1997). The genetic matrix of distances was
utilized for the graphic dispersion in two-dimensional
space based in the minimum of the differences between
the original genetic distances and the graphic distances
(Cruz & Viana, 1994).

Statistic

To evaluate the microbial data, a complete randomized
statistical design was used in a factorial scheme (including
the four land uses and the two depths) and the Duncan
procedure, at 0,05 level, was applied for means
comparison. Data had been transformed to logarithm in
decimal base. To facilitate the visualization, the data had
been presented graphically under original values.

Results and Discussion

The way by which the samples were prepared seems
to affect the Colony Forming Units (CFU) of fungi and
bacteria. Figure 1 presents the average number of colonies
of fungi and bacteria, by horizon, including the studied
four land uses, for fresh soil. The CFU of fungi in the
fresh soil was 4.6 (A-horizon) and 15.0 times (B-horizon)
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Figura 1 - Average number of CFU of fungi and bacteria (of fresh soil samples), for horizon, including four studied land uses, in a
Coastal Tableland soil, Bahia, Brazil. Same letters denote no significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.

higher than the air-dried soil data. For the bacteria these
proportions, in the fresh samples, were 11.3 times (A-
horizon) and 8.1 times (B-horizon) higher than the dried
soil. Frequently, in opposition to the higher number of
fungi in the A-horizon, the number of bacteria is higher
in the B-horizon. Observing the B-horizon, the number
of fungi colonies and the higher number of bacteria
indicate an interesting data around the objective of the
biological amelioration of the coeso layer.

The number of CFU by land use indicates, in spite of
no statistical difference, that the soils under rubber tree
and pastures favor fungi population, as indicated by Figures
2 and 3, respectively, in fresh and air-dried soil; while the
soils under natural forest and annual crop favor of bacteria.

24 - Fungi
& 18] d
x
3 121
(7]

(o))
2 6
(&]
0
NF RT PA AC

Treatments

The number of colonies of fungi and bacteria are
presented in Figure 4, for fresh soil, and in Figure 5, for
dried soil. It was verified a best regularity on the fresh
soil data, in spite of no statistical difference, with relative
supremacy, in the A-horizon to the pasture and the rubber
tree for fungi and to natural forest and annual crop for
bacteria. In the B-horizon (coeso layer), fungi tend to be
more numerous than bacteria in rubber tree soil, and
bacteria tend to be more numerous than fungi in the natural
forest and pasture.

Because the ideal fungi growth conditions are different
from that of bacteria it was observed that in environments
in which fungi are higher the bacteria CFU diminishes;
and vice versa (Figure 5). In spite of no mathematics

a
70007 Bacteria
a
5250 - a a
3500 -
1750
0
NF RT PA AC
Treatments

Figure 2 - Average number of CFU of fungi and bacteria (of fresh soil samples), under four land uses (NF - natural forest; RT
- rubber tree; PA - pasture; AC -annual crop), in the two studied horizons, in a Coastal Tableland soil, Bahia, Brazil. Same letters
denote no significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.
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Figure 3 - Average number of CFU of fungi and bacteria (of air dried soil samples), under four land uses (NF - natural forest; RT - rubber
tree; PA - pasture; AC -annual crop), including two studied horizons, in a Coastal Tableland soil, Bahia, Brazil. Different letters denote

significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.
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Figure 4 - Total number of CFU of fungi and bacteria (of fresh soil samples), over two depths (A-horizon and B-horizon), managed

under different land uses (NF - natural forest; RT - rubber tree; PA - pasture; AC -annual crop), in a Coastal Tableland soil, Bahia, Brazil.
In each depth, same letters denote no significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.
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Figure 5 - Total number of CFU of fungi and bacteria (of air dried soil samples), over two depths (A-horizon and B-horizon), managed
under different land uses (NF - natural forest; RT - rubber tree; PA - pasture; AC -annual crop), in a Coastal Tableland soil, Bahia, Brazil.
In each depth, different letters denote significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.

difference, fungi tend to predominate in pasture and rubber
tree areas (A-horizon) and pasture (B-horizon). Bacteria,
on the other hand, tend to be higher in pasture (A-horizon)
and natural forest and annual crop (B-horizon).

The result of the Figure 5 indicates that the number
of colonies of fungi in the B-horizon under natural forest
and annual crop tend to zero. The occurrence of fungi
and bacteria in the soil under pasture in the two analyzed
horizons revealed that land cover alters the prevailing
population of those organisms. Despite the soil under
pasture presenting a higher diversity than the soil under
rubber tree, the soil under rubber three had higher fungi
CFU. The occurrences of bacteria in the B-horizon, in

special under natural forest, annual crop and pasture,
and of some colonies of fungi under pasture and rubber
tree are an important indicative of the importance of
additional studies to better understanding the
microbiological processes that decrease the agro
environmental limitations caused by the coeso layer.

In order to understand what soil characteristics would
determine the presence of fungi, some soil basic physical
and chemical characteristics (Table 1 based on Araujo et
al. 2004) were related to bacteria and fungi CFU. The
values of carbon tend to present a direct relationship with
bacteria CFU, but not with fungi. Under natural conditions
the Coastal Tableland soils, besides the limitations of the
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coeso layer, have problems associated with aluminum
and low fertility. Basic physical and chemical data
presented in Table 1 show an irregular balance in the soil
properties, among the land uses, in regard of their better
or worse attributes.

The pasture area, besides the improved fertilization
and lime conditions, had the possibility of high production
of belowground organic substrata (C-3 plant) related to
the temporary addition of cattle manure. Thus this area
presented best values of pH, base saturation, phosphorus
and large number of colonies, in the fresh soil, of fungi
(A-horizon) and bacteria (B-horizon); and in the dried
soil, fungi and bacteria (A-horizon). The area under
rubber tree, in spite its greater CFU of fungi and bacteria
(A-horizon, fresh soil) and fungi (A-horizon dried soil),
did not show better soil properties. The natural forest
area had more favorable carbon, pH, base saturation,

nitrogen, porosity and bulk density, and showed,
especially to bacteria, a better potential to microbial
colonization. The area under annual crop presented better
conditions related to carbon, and higher clay content
and aggregation; but, on the other hand, had higher C/
N ratio and worse conditions around pH and aluminum
(Table 1).

Grasses are considered efficient improvers of soil
(Oades, 1984), because almost 50% of their
photosynthesis production occurs belowground, in the
zone of the root system. Effects of agricultural land use
on organic matter content and related soil microbial and
physical properties were compared in KwaZulu-Nat,
South Africa, with soil under undisturbed native grassland,
on Oxisols (Dominy & Haynes, 2002). Organic C,
microbial biomass C, percentage organic C present as
organic C, basal respiration and aggregate stability were

Table 1 - Chemical and physical analyses in an Argissolo Amarelo Distrofico coeso, Bahia, Brazil (Araujo et al., 2004).

Depth  Land Use Chemical Properties
(cm) C N CN pH Al P Base
Saturation
gkg' gkg” - - cmolckg”  mgkg” )
Natural Forest 1322 1,09a 1493a 590 b 003 b 000 c 4893ab
0.5 _pubberTree  1269a 076 b 16.73a 6.10ab 027a 173 b 2568 c
Pasture 1284a 076 b 17.16a 6.55a 000 b 375a 59.9a
Annual Crop 1488a 0,81 b 1814a 5.83b 008 b 1,00 bc  41.00 bc
Natural Forest 5854 046 a 1320a 6.13a 040 b 000a 2455b
a5.50 _doberTree  489b  039a 1285a 613a  060ab 000a  21.63b
Pasture 4.90 b 038 a 1455a 6.65a 005 ¢ 025a 5453a
Annual Crop 7.46 a 0,41 a 17.91a 5.25a 070a 0,00 a 17.43b
Physical Properties
Coarse Fine Sand Clay Total Bulk Stability of
Sand Content Porosity Density Aggregates
g kg’ g kg’ g kg™ m®m™ gocm™® %
Natural Forest 701.50 a 119,00 a 248.25 a 0,52 a 1,23 d 4124 a
0.15 _Rubber Tree 673.25a 123,75 a  20400a 043 b 145 b 34,84 a
Pasture 719.75a 7525 b 20125a 037 ¢ 159 a 39,00 a
Annual Crop 648.75 a 121,00 a  270.75a 046 b 1,35 ¢ 43,18 a
Natural Forest 507.25a 106,75 b 178.25a 0,35 a 1,58 a 3768 b
3550 _Rubber Tree 473.00 a 109,76 b 231.00a 0,37 a 1,52 a 51,36 a
Pasture 453.75 a 9575 b 27200a 0,39 a 1,50 a 3967 b
Annual Crop 343.75a 136,00 a 295.25a 0,38 a 1,49 a 52,76 a

In each column, for depth, different letters denote significant difference at 0.05 statistical level, by Duncan procedure.
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substantially greater in the surface 5 cm under maize
zero-till than maize conventional-till but this trend tended
to be reversed in the 10- to 30-cm layer. Also in the
present study, major changes were observed in the
studied surface layer (0-15 cm).

Under hardsetting clay B-horizons conditions of SE
Australia, Pierret et al. (1999) studied the relation between
root distributions and soil properties. They observed that
the macro pore sheath soil contained more microbial
biomass per unit mass than both the bulk soil and the
rhizosphere. The bacterial population in the macro pore
sheath was able to utilize a wider range of carbon
substrates and to a greater extent than the bacterial
population in the corresponding bulk soil.

The identified fungi included representatives of genera
Penicillium, Aspergillus and Monilia, and the Families
Dematiaceae and Eurotiaceae. Figure 6 illustrates the

number of colonies found for each land use. Penicillium
was dominant followed by Dematiaceae and Aspergillus.
The dominant organisms were differentiated through
DNA markers.

The occurrence of fungi in each land use and each
soil depth is presented in the Figure 7. Penicillium is
present in all land uses. Dematiaceae is present in the A-
horizon of all of the studied environments but the CFU
reduces in the B-horizon in all land uses, except in the
annual crops. Aspergillus occurs in the surface and
subsoil of both pasture and annual crops, but is only
present in surface soil of the rubber tree plantation and
the subsoil of natural forest. Eurotiaceae and Monila were
the least present fungi, occurring only in the subsoil of
the annual crops, respectively, in the A-horizon and in
the B-horizon. The annual crops had the greatest diversity
of fungi. Previous studies have examined the effects that
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Figures 6 - Average number of CFU of fungi by land use (NF - natural forest; RT - rubber tree; PA - pasture; AC -annual crop), including

two studied layers, in fresh samples of a Brazilian Tableland soil.
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Figures 7 - Total number of CFU of fungi in fresh samples of a Brazilian Tableland soil, over two soil depths (A-horizon and B-
horizon), managed under different land uses (NF - natural forest; RT - rubber tree; PA - pasture; AC -annual crop).
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plant community composition and land-use history have
on microbial communities in the soil (Buckley & Schmidt,
2001). Microbial community structure was observed to
be remarkably similar among plots that shared a long-
term history of agricultural management despite
differences in plant community composition and land
management that have been maintained on the plots in
recent years. In contrast, microbial community structure
differed significantly between fields that had never been
cultivated and those having a long-term history of
cultivation.

By contrast, some microbial cell components can
be very resistant to decay and others are easily
decomposed, such as that from Aspergillus niger, that
has hyaline (no pigmented) fungal cell wall tissues, and
consist predominantly of carbohydrate polymers
(Wagner & Wolf, 1998).

Soil fungi such as Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium and Fusarium, and bacteria, such as
Streptomyces, Pseudomonas and Bacillus, are important
in the initial extra cellular depolymerization of cellulose
(Wagner & Wolf, 1998). Lugauskas et al. (1989)
investigated the role of micromycetes in soil organic
matter decomposition. Micromycetes first destroy simple
soluble carbohydrates followed by cellulose, pectin, lignin
and finally humus. Among the main soil micromycetes
active in the destruction of organic matter are: Penicillium
(P. capsulatum, P. spinulosum, P. citreo-viride, P.
phoeniceum, P. purpurogenum, P. urticae), and other
species and genera

The seven primers decamers utilized generated a total
of 68 RAPD markers, with an average of 9,7 by primer.
Figure 8 shows the standard of amplification of DNA
samples of the 9 isolates obtained with the use of specific
primer (OPL-8). It was verified a clear visual
differentiation of the isolated representative of the
Penicillium with relation to that of the Dematiaceae.

The genetic distances of Penicillium isolates were lower
than those between this group and the Dematiaceae (Table
2). Penicillium had a tendency toward a greater similarity
in the isolates originated from the B-horizon. However,
the area under the rubber trees did not follow the same
trend. In general, fungi found in the A horizon had a genetic
distance between 0.012 and 0.073. The distance for those
in the B-horizon ranged from 0.062 to 0.100. The shortest
distance recorded between Dematiaceae and Penicillium
was 0.794 for pasture in the A-horizon.

The grouping analysis illustrated the differences
between isolates (Figure 9). There were clearly two
groups that primarily represented the difference between
Penicillium and Dematiaceae. It was possible to verify
that the RAPD markers showed not only the differentiation
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between the isolates of the peculiar groups, but also
recorded the diversity of isolates into the same group.

Considering the possible action of PDA medium to
fast growing fungi, like Aspergillus and Penicillium, other
media could be also recommended to compare the fungal
occurrence in the coeso soils. The present evaluation
had used Rose of Bengal to counterbalance this.

The presence of fungi in the coeso horizon illustrates
that biological activity that occurs in a presumably hostile
soil environment. On the basis of these preliminary results,
could be suggested that the presence, quantity and activity
of associated fungi, bacteria and roots dynamics should
be studied to better understand this soil subsurface
horizon in this region of high biodiversity.

Based on hypothesis by Steenwerth et al. (2002), land
use history and its associated management inputs and
practices may produce a unique soil environment, for
which microbes with specific environmental requirements
may be selected and supported. They found that
management factors showed distinct groupings for land
use types and that differences in soil microbial community
composition were highly associated with soil microbial
biomass, suggesting that labile soil organic matter affects
microbial composition.

The results indicate that the RAPD markers not only
differentiate between the isolates of the peculiar groups,
but also can record diversity of isolated within a group.

Polysaccharides produced by soil bacteria and humic
substances produced by soil fungi improve aggregation
—and this is desirable, because allows, for example, easier
cultivation and penetration by plant roots because the
soil offers less resistance; more rapid exchange with the
atmosphere and thus better soil aeration; and higher
infiltration rates (Wagner & Wolf, 1998). The soil

gt | ]
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Figure 8 - Products of amplification of genomic DNA of 9 isolates
of fungi (Penicillium 1-8 and Dematiaceae 9) of a Brazilian Tableland
soil, generated with the utilization of the decamer primer L8.
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Table 2 - Genetic matrix of distances between 9 isolated of fungi of a Brazilian Tableland soil, calculated on the basis of 68 RAPD markers.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0
2 0,082 0
3 0,070 0,060 O
4 0,034 0,048 0,035 O
5 0,034 0,070 0,057 0,023 O
6 0,048 0,086 0,098 0,060 0,082 O
7 0,047 0,036 0,048 0,012 0,034 0,073 O
8 0,071 0,062 0,073 0,036 0,069 0,00 0,049 O
9 0,806 0,826 0,800 0,803 0,808 0,794 0,800 0,853 O
1. Penicillium sp / Natural Forest / A-horizon 5. Penicillium sp / Pasture / A-horizon
2. Penicillium sp / Natural Forest / B-horizon 6. Penicillium sp / Pasture / B-horizon
3. Penicillium sp / Rubber Tree / A-horizon 7. Penicillium sp / Annual Crop / A-horizon
4. Penicillium sp / Rubber Tree / B-horizon 8. Penicillium sp / Annual Crop / B-horizon
9. Dematiaceae / Annual Crop / B -horizon
Relative Genetic Distance (%)
Isolates 0 20 40 60 80 100
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Penicillium PA-A

Penicillium NF-A
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Figure 9 - Percent similarity of 9 isolated of fungi of a Brazilian Tableland soil, based on the genetic matrix of distances.

population diversity is considered bio-indicator of soil
quality, because its several benefits.

The presence of microorganisms into the coeso layer
of the Coastal Tableland soil may indicate the existence
of possible processes of amelioration to that soil layer to
the agricultural and environment planning.

Conclusions

Based on the general conditions of the present study,
was concluded that:

B The soil under pasture presented a higher regularity
on the occurrence of fungal and bacterial colonies.

B The relevant occurrence of bacteria and fungi into the

B-horizon, in most of the studied areas, means an interesting
indicator for the biological improvement of the coeso layers.

B Fungi of the genus Penicillium were present in all
the land uses, including into the B-horizon.

B The soil under annual crop presented a greatest
diversity of fungi.

B The genetic distance showed, by trend, a little
difference between the Penicillium fungi from A-horizons
and that ones from B-horizons.

B The obtained information can be very important to
reach and to search more detailed knowledge about the
relationship between microbial and some possible organic
substrata, in order to make the best around and improve the
agro-environmental properties of the coeso layers of soils.
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IDENTIFICACAO E VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE CACAUEIROS
AUTOCOMPATIVEIS SELECIONADOS PARA RESISTENCIA A VASSOURA-DE-
BRUXA EM FAZENDAS PRODUTORAS
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O objetivo do presente trabalho foi identificar e estudar a diversidade genética das selecdes das fazendas para a resisténcia a
vassoura de bruxa, observar o relacionamento com os clones SCA6 e SCA12 e elucidar a origem das arvores autocompativeis.Os
acessos e selecdes utilizadas foram: SIC 823, SCA 6, UF 613, SCA 12, ICS1, ICS8, TSH 516, SIC19, ICS 6, IMC 67 ,SIC 329,
PA 150, CA1.4, FSU 01, PS 1319, FSU 77, AC 01, HW 02, PM 02, CA7.1, BJ 11, FSU13, FSU18, FB 17, RVID 05, SM 06, PH
16, HW 25, VB 1128, SJ 02, SM 02, FB 206 e CSG 70. Marcadores RAPD foram utilizados e os dados binarios foram utilizados
para os agrupamentos feito através do método UPGMA. Na andlise de agrupamento os acessos autocompativeis ficaram agrupa-
dos em 3 grupos de similaridade.O grupo menor com PS 1319 e FSU 77 agrupando com o IMC 67. Os outros acessos autocompativeis
FSU 01, HW 02, SJ 02, BJ 11, PH 16 e FB 206, CSG 70, HW 25 formaram os outros dois grupos contendo apenas sele¢des das
fazendas. As sele¢des AC 01, RVID 05 e FB 17 apesar de agruparem com materiais locais SIC 19 e SIC 823 , ndo apresentaram
autocompatibilidade. Estes resultados ddo um indicio de que de fato as sele¢des autocompativeis ndo sao descendentes diretos de
SCA 6 ou SCA 12. Tais sele¢des podem ter origem de progénies de TSH 516 ou mesmo cruzamentos como IMC 67 x UF 613 que
foram distribuidos no passado. Houve uma dispersdo muito grande dos acessos, fato verificado nos trabalhos anteriores. Os
resultados do presente trabalho, e dos anteriores, mostram que muitas das sele¢cdes autocompativeis promissoras agruparam
distantes de sca6 e de outros progenitores.Tais resultados evidenciam a variabilidade genética e a importancia dos acessos
selecionados em fazendas considerando a resisténcia a vassoura-de-bruxa e a autocompatibilidade.

Palavras-chave: Theobroma cacao, marcadores moleculares, melhoramento genético.

Identification and genetic variability of self compatible cacao accessions selected for

resistance to witches’broom in farms. The objective of the present work was, to identify and to study the
genetic diversity of the farm selections for the resistance to witches ‘broom , to observe the relationship with the clone SCA6 and
SCA 12 and to elucidate the origin of selfcompatible trees. The accesses and selections used were: SIC 823, SCA 6, UF 613, SCA
12, ICS1, ICS8, TSH 516, SIC19, ICS 6, IMC 67, SIC 329, PA 150, CA1.4, FSU 01, PS 1319, FSU 77, AC 01, HW 02, PM 02,
CA7.1, BJ 11, FSU13, FSU18, FB 17, RVID 05, SM 06, PH 16, HW 25, VB 1128, SJ 02, SM 02, FB 206 e CSG 70. RAPD
markers were used and the binary data were used for cluster analysis through UPGMA method. In the cluster analysis the
selfcompatible accesses were in three groups of similarity. The smaller group with PS 1319 and FSU 77 grouped with IMC 67.
The other selfcompatible accesses FSU 01, HW 02, SJ 02, BJ 11, PH 16, and FB 206, CSG 70, HW 25 formed other two groups
just containing farmers selections. The selection AC 01, RVID 05, and FB 17 in spite of group with local materials SIC 19 and SIC
823, they did not present selfcompatibility. The results of this work give an indication that in fact selfcompatible selections are
not direct offspring of SCA 6 and SCA 12. Such selections can be originated from TSH 516 or even cross as IMC 67 x UF 613 that
was distributed in the past. There were high dispersion of accessions, fact verified in the previous work. The results of the present
and previous work, showed that many from the promising selfcompatible selections clustered distant of SCA 6 and other
progenitors. The results evidence the genetic variability and the importance of accesses selected in the farms considering
witches ‘broom and selfcompatibility.

Key words: Theobroma cacao, molecular markers, breeding.
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Introducao

O cacau foi introduzido na Bahia em 1746. Tal material
genético procedente do Pard era relativamente
homozigoto, sendo plantados durante muitos anos com
sucessivas selecdes realizada pelos fazendeiros a cada
ciclo de cultura. As Instituicdes de Pesquisas também
fizeram as sele¢des dentro desses materiais, resultando
nos acessos das séries SIC, SIAL e EEG, sendo a sigla
dada de acordo com a Institui¢do que fez a selecdo (Vello
et al., 1969). Posteriormente, para aumentar a
variabilidade genética o Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC) da CEPLAC, criado em 1963, introduziu clones
de outros paises.Naquela época os hibridos interclonais
eram utilizados em grande parte do mundo. A CEPLAC
comegou a obter, avaliar e distribuir hibridos interclonais
originados de cruzamentos entre acessos locais, entre
acessos introduzidos e entre acessos locais e introduzidos.
O programa de melhoramento visava principalmente a
produtividade, resisténcia a Phytophthora sp. e a qualidade
da améndoa.Apesar do problema de incompatibilidade no
cacaueiro, principalmente nos acessos Amazdnicos, o
problema era contornado com o uso de mistura de grande
ndmero de hibridos.

Com a chegada da doenga vassoura-de-bruxa na Bahia
em 1989 (Pereira et al., 1989), foi dada a énfase para
melhoramento visando resisténcia a essa doenca.
Meétodos culturais para reducdo da fonte de inoculo,como
a remog¢do da vassoura, foram recomendados, e isto
onerava muito os custos de producio.Os acessos locais
ainda predominavam em muitas propriedades e por serem
relativamente homozigotos e susceptiveis, em algumas
propriedades a cultura do cacau foi dizimada.A CEPLAC
iniciou, em 1993, a sele¢@o para resisténcia a vassoura
de bruxa nas fazendas altamente atacadas pela vassoura-
de-bruxa, principalmente na drea de hibridos onde os
clones SCA 6 e SCA 12, tradicionais fontes de resisténcia,
foram usados como um dos progenitores de hibridos.
Essas sele¢des realizadas pela CEPLAC ficaram
conhecidas como sele¢des VB. Posteriormente, foi
sugerido que os produtores identificassem drvores livres
de vassouras, para posterior acompanhamento dos
pesquisadores e extensionistas da CEPLAC. Tais selegdes
estdo sendo codificadas com as iniciais dos nomes de
produtores ou de quem selecionou as plantas ou em certos
casos dos nomes das fazendas. Considerando que os
clones SCA6 e SCA 12 e outros acessos Alto
Amazonicos sdo materiais auto-incompativeis, esperava-
se que muitas dessas sele¢des fossem auto-incompativeis.
Fortuitamente, foram identificadas algumas dessas
selecdes como gendtipos autocompativeis. A presenga
de drvores autocompativeis nessas sele¢cdes ndo era
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esperada com freqiiéncia em razdo dos clones SCA 6 e
SCA 12 nio possuirem alelos para autocompatibilidade.
A incompatibilidade foi descoberta por Pound (1932).
Este pesquisador verificou que a mudanca da auto-
incompatibilidade para auto compatibilidade poderia
ocorrer em certos periodos do ano. A ocorréncia de
cruzamentos incompativeis foi demonstrado por Pound
(1932) em gendtipos trinitdrios e posteriormente por
Posnette (1945) em materiais alto amazonicos.

A explicacdo genética da auto-incompatibilidade foi
proposta pela primeira vez por Knight and Rogers (1955).
Foi explicado como sistema esporofitico de
incompatibilidade controlado por um simples loco com 5
alelos na seguinte ordem de dominancia:
S1>S2=S3>S4>S5, sendo a mesma ordem do lado do
progenitor masculino como feminino. Depois, Cope
(1962) usando algumas das mesmas drvores de Knight e
Rogers e muitos dos clones ICS, encontrou resultados
que ndo poderiam ser explicados pelas teorias
apresentadas.Os clones ICS 1 e ICS 45 foram
autocompativeis e quando cruzado um com outro
originaram progénies que foram auto-incompativeis. Ele
concluiu que a incompatibilidade em cacau € determinada
por 3 locos independentes, sendo um dos locos o S.

Estudos anteriores mostraram que as progénies de
alguns clones como PA 150 (Yamada et al., 1988) UF
613 (Bartley e Yamada, 1982) e TSH (progénies de ICS
1x SCA6) podem segregar para autocompatibilidade.

Estudos feitos nas selecdes das fazendas (Faleiro, F.G.
etal., 2004; Faleiro, AS.G. etal.,2004;Yamada et al.,2003)
indicaram grande diversidade genética dos acessos, alguns
dos quais ndo agruparam com SCA 6 e SCA 12.

O objetivo do presente trabalho foi identificar e estudar
a diversidade genética das sele¢des das fazendas para a
resisténcia a vassoura de bruxa, observar o
relacionamento com os clones SCA 6 e SCA 12 e elucidar
a origem das drvores autocompativeis.

Material e Métodos

Material genético:

Para o estudo de identificagdo de plantas
autocompativeis, foram realizadas autofecundac¢des em
aproximadamente 250 selec¢des, para resisténcia a
vassoura-de-bruxa, em varias fazendas no estado da
Bahia.

No estudo da variabilidade genética, os acessos
autocompativeis foram analisados juntamente com 0s
clones utilizados como progenitores de hibridos
distribuidos pela CEPLAC que poderiam segregar para
as plantas autocompativeis. Foram também incluidos no



Varieabilidade genética de cacaueiros autocompativeis em fazendas produtoras

presente estudo os acessos SCA 6 e SCA 12 por serem
as principais fontes de resisténcia a vassoura-de-bruxa.Os
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acessos analisados, progenitores e
autocompativeis estdo listados na Tabela 1.

selecdes

Tabela 1. Lista dos acessos de cacaueiro (Theobroma cacao L.) utilizados no presente estudo e respectivas procedéncias.

Num Acesso Procedéncia Num Acesso Procedéncia
1 SIC 823 Brasil 17 ACO01 Faz Santa Vitéria- Itajuipe
2 SCA6 Perua 18 HW 02 Faz Hawai- Ilhéus
3 UF 613 Costa Rica 19 PM 02
4 SCA 12 Perd 20 CA7.1
5 ICS1 Trinidad 21 BJ 11 Faz Bom Jesus- Itajuipe
6 ICS 8 Trinidad 22 FSU 13 Idem ao 14
7 TSH 516 Trinidad 23 FSU 18 Idem ao 14
8 SIC 19 Brasil 24 FB 17 Faz Brasileira- Uruguca
9 ICS6 Trinidad 25 RVID 05 Faz Bom Jesus- Urucuca
10 IMC 67 Perua 26 SM 06 Faz Santa Monica- camaca
11 SIC 329 Brasil 27 PH 16 Faz Porto Hibrido- Sao José do Vitéria
12 PA 150 Perd 28 HW 25 Idem ao 18
13 CAl4 29 VB 1128 Faz Brasileira- Uruguca
14 FSU 01 Faz Sta. Ursula- Camaca 30 SJ02 Faz Sao José- Itajuipe
15 PS 1319 Faz Porto Seguro- I1héus 31 SM 02 Idem ao 26
16 FSU 77 Idem ao 14 32 FB 206 Idem ao 24
33 CSG 70 Faz conjunto Serra Grande- I1héus
Extracdo do DNA: termociclador, programado para 40 ciclos, cada um

Folhas de cada um dos acessos foram coletadas para
extracdo do DNA gendmico utilizando-se o método do
CTAB (Doyle e Doyle, 1990) com algumas modificagdes
(Faleiro et al., 2002). Apés a extracdo, a concentraciao
do DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm
(Sambrook et al., 1989). Bandas de DNA gendmico total
separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% foram
usadas como indicadoras da integridade e da pureza do
DNA extraido. Apés a quantifica¢do, as amostras de DNA
foram diluidas para a concentracdo de 10ng/i L.

Obtencao dos marcadores RAPD:

Amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas via PCR (Polimerase Chain Reaction) para
obtencdo de marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). As reagdes de amplificacdo foram
feitas em um volume total de 25i L, contendo Tris-HCI
10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 100 mM de
cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP
e dCTP), 0,4 mM de um primer decamero, uma unidade
da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de
DNA. Foram utilizados os seguintes primers decameros:
A04, A08, 116, N0O4 e FO2 para obtencdo dos marcadores
RAPD. As amplificagdes foram efetuadas em

constituido pela seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94 °C,
30 segundos a 35 °C e 90 segundos a 72 °C. Apds os 40
ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de 7 minutos
a 72 °C e finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C.
Ap6s a amplifica¢do, foram adicionados, a cada amostra,
3 1L de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%),
glicerol (60%) em dgua. Essas amostras foram aplicadas
em gel de agarose (1,2%), submerso em tampdo TBE
(Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo
eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a
90 volts. Ao término da corrida, os géis foram corados
com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em
uma matriz de dados bindrios, a partir da qual foram
calculadas distancias genéticas baseadas no complemento
do coeficiente de similaridade (D) de Nei and Li (1979),
utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz
de distancias genéticas foi utilizada para realizar a andlise
de agrupamento por meio de dendrograma, utilizando o
método de UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic
average) como critério de agrupamento.Foi feita a
conversdo das distancias genéticas em distancias
graficas com base em escalas multidimensionais usando
o método das coordenadas principais, com auxilio do
programa SAS ( SAS,1989) e do programa Statistica
(STATSOFT, 1999).
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Resultados e Discussao

Entre os 250 acessos analisados no presente
projeto,dez selecdes autocompativeis com caracteristicas
interessantes de produtividade e resisténcia a vassoura-
de-bruxa foram encontrados: PS 1319, FSU 77, FSU
01,HW 02, SJ 02, BJ 11, PH 16, FB 206, CSG 70 e HW
25.Tais acessos foram utilizados no estudo de diversidade
genética juntamente com outros 11 com base em
marcadores moleculares.

Para o estudo da diversidade foram obtidos 51
marcadores RAPD, dos quais 11 foram monomérficos.As
distancias genéticas variaram de 0,02 entre FB 206 e CSG
70 a 0,35 entre ICS 6 e CA7.1 (dados ndo apresentados).
Resultado bem préximos foi verificado por Faleiro et al.(
2004) que encontrou distancia genética variando entre 0,04
e 0,41 entre as sele¢des das fazendas usando RAPD. Muitas
das selegdes analisadas por Faleiro et al. 2004 foram feitas
pela CEPLAC e receberam a sigla VB. Neste trabalho, as
sele¢des foram realizadas junto com os fazendeiros.

Na andlise de agrupamento (Figura 1), pode-se observar
que os acessos autocompativeis ficaram em 3 grupos de
similaridade.O grupo menor com PS 1319 e FSU 77
agrupando com IMC 67.0s outros acessos autocompativeis
FSU 01, HW 02, SJ 02, BJ 11, PH 16 e FB 206, CSG 70
e HW 25 formaram os outros dois grupos contendo apenas
sele¢des das fazendas.As selecdes AC 01, RVID 05 e FB
17 apesar de agruparem com materiais locais SIC 19 e
SIC 823, ndo apresentaram autocompatibilidade. Os

resultados deste trabalho ddo um indicio que de fato as
selecdes autocompativeis ndo sao descendentes diretas de
SCA 6 ou SCA 12. Tais selegdes podem ter origem de
progénies de TSH 516 ou mesmo cruzamentos como IMC
67 x UF 613 que foram distribuidos no passado.

Algumas dessas selecdes como SJO2, PH 16, e PS
1319 em estudos anteriores (Faleiro, F.G. et al., 2004;
Faleiro, A. S.G. et al., 2004) também nio se agruparam
com SCA 6 indicando que esses materiais podem ter
origem de cruzamentos envolvendo material
geneticamente distante de SCA 6 ou progénies de TSH
como demonstrado por Yamada et al.(2003). A
possibilidade dos acessos SJ-02, PH 16 e PS1319 terem
origem direta do SCA 6 é muito pequena porque este
clone possue os alelos S2 S3 e ndo segregaria para as
plantas autocompativeis.Talvez isto seja possivel para as
selegdes auto-incompativeis. A outra possibilidade, € que sejam
progénies de outros materiais como PA 150 ou IMC 67 como
indicado nos estudos de paternidade (Yamada e Lopes,1999).

Houve uma dispersdo muito grande dos acessos
(Figura 2), fato ja verificado em trabalhos anteriores
(Faleiro, F.G. et al., 2004, Faleiro, A.S.G. et al., 2004,
Yamada et al. 2003). Os resultados do presente trabalho, e
dos trabalhos anteriores, mostram que muitas das selecoes
autocompativeis promissoras agruparam distantes de SCA
6 e de outros progenitores.Tais resultados evidenciam a
variabilidade genética e a importincia dos acessos
selecionados em fazendas considerando a resisténcia a
vassoura-de-bruxa e a autocompatibilidade.
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ICS 8 I
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SCAI2 I—l
UF 613
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Figura 1. Andlise de agrupamento de 33 acessos de cacaueiro, com base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando 51
marcas. O método do UPGMA foi adotado como critério de agrupamento.
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Figura 2. Dispersao grafica e andlise de agrupamento de 33 acessos de cacaueiro com base na matriz de distancias genéticas calculadas
usando 51 marcadores RAPD. O critério de agrupamento foi baseado no ponto de corte a 0,40 de distancia genética relativa na Figure 1.
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ISOLAMENTO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A PALMA E PROSPECCAO DO
POTENCIAL DE SOLUBILIZAR FOSFATO E FIXAR NITROGENIO
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Bactérias associadas as cacticeas, adaptadas ao estresse hidrico e a altas temperaturas, podem ser usadas como inoculantes
visando aumento de produtividade e recuperacdo de solos em processos de desertificacdo. Nesse sentido, visou-se selecionar
bactérias endofiticas e rizobactérias de palma (Opuntia ficus-indica) quanto aos atributos de fixar N, e solubilizar fosfato. Sessenta
e nove linhagens de bactérias, isoladas em meio livre de nitrogénio (meio NFb) foram avaliadas quanto a presenga dos genes nifH
e nifD e a capacidade de solubilizar fosfato. Ficou evidenciado a presenca do gene nifH em dez bactérias, sendo os géneros
identificados como Citrobacter, Sphingomonas, Ochrobactrum, Rodococcus, Stenotrophomonas e Enterobacter. Vinte dos isola-
dos bacterianos avaliados foram capazes de solubilizar in vitro fosfato de rocha, sobressaindo-se o género Bacillus como
hiperprodutor. As espécies B. megaterium e Enterobacter agglomerans apresentaram os maiores niveis de solubilizacdo de
fosfato. Estas bactérias, aliadas a outras caracteristicas benéficas, podem ser usadas para inoculagio de plantulas de cacto visando
assegurar maior indice de desenvolvimento em solos com déficit hidrico.

Palavras-chave: Opuntia ficus-indica, bactérias endofiticas, rizobactérias

Isolation of bacteria associated to forrage palm and study of their potential to solubilize

fosfates and fix nitrogen. Bacteria associated to cacti, adapted to hydric stress and high temperatures, may be used as
inoculants aiming to increase productivity and recovery of soil in desertification processes. Thus, this work had the objective to
evaluate the potential of endophytic and rhizospheric bacteria of Opuntia ficus-indica in relation to solubilizing phosphate and
nitrogen fixing attributes. Sixty-nine bacteria, isolated in nitrogen free media (NFb media) were evaluated in relation to the presence
of the nifH and nifD genes and the capacity to solubilize phosphate. By the results obtained, it was verified the presence of the
nifH gene in 10 bacterial isolates belonging to the genus Citrobacter, Sphingomonas, Ochrobactrum, Rodococcus, Stenotrophomonas
and Enterobacter. Twenty of the bacterial isolates evaluated were able to solubilize in vitro rock phosphate with the genus Bacillus
and Enterobacter presenting the greater halos of degradation. These bacteria, together with other beneficial characteristic, may be
used to inoculate cacti plants aiming to assure the promotion of plant growth in soils with high hydric deficit.

Key words: Opuntia ficus-indica, endophytic bacteria, rhizospheric bacteria
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Introducao

A palma (Opuntia ficus-indica Mill.), origindria do
México, foi disseminada pelo mundo pelos colonizadores
europeus para fins de producao comercial de frutos, ricos
em vitamina C, a fim de combater o escorbuto. Atualmente
é cultivada como forragem animal, e para consumo humano
de seus articulos e recuperagdo de dreas impactadas por
processos erosivos. O seu cultivo como forragem se dé
com freqiiéncia em dreas sujeitas a longos periodos de
estiagem, onde normalmente € consorciada com outras
culturas como o feijao-de-corda e milho.

Aproximadamente 50 milhdes de quilometros
quadrados das terras emersas do globo sdo caracterizados
como zonas aridas, onde vive 15% da humanidade. No
Brasil isso corresponde a cerca de 12% de sua superficie.

Trabalhos experimentais demonstram a aplicabilidade
de cactdceas associadas a bactérias promotoras de
crescimento de plantas para a recuperacdo de dreas
degradadas. Nas dreas desertificadas, a fixacao bioldgica
de nitrogénio € a principal via de entrada do elemento
nitrogénio na cadeia tréfica (Young, 1992). Todos os
microrganismos fixadores de nitrogénio carregam o gene
nifH, que codifica a ferro-proteina da nitrogenase. O
resultado obtido nestes estudos foi de consolidagcdo do
solo (redeposicdo e formacdao de aglomerados estdveis
em dgua), e melhoria da qualidade do solo (incremento
na taxa de nitrogénio assimildvel, matéria organica).

As bactérias promotoras de crescimento em plantas
englobam as espécies de vida livres, as rizobactérias e as
endofiticas. Os mecanismos de acdo desses
microrganismos sao muito similares, atuando de formas
diversas, desde a ciclagem rdpida de nutrientes, a fim de
evitar a lixiviacdo dos mesmos pelas chuvas, a fixagdo
bioldgica de nitrogénio e a solubilizacdo de fosfato, etc. O
fosfato, por sua vez, € escasso nos solos, fazendo com
que o estoque deste mineral seja reposto continuamente
nos sistemas agricolas. O uso crescente do fosfato de
rocha nos agroecossistemas vem sendo proposto como
uma alternativa as formulas fosfatadas industrializadas;
quando utilizado, observa-se um melhor aproveitamento
do elemento P (fésforo) pelas culturas vegetais se for
realizada a introdu¢@o no solo/rizosfera de microrganismos
solubilizadores de fosfato (Zapata & Axmann, 1995).

Tabela 1. “Primers” utilizados para a detec¢do dos genes nif.

Diversos estudos tém demonstrado a eficiéncia e
praticabilidade da associacdo entre plantas e bactérias
solubilizadoras de fosfato de rocha em aumentar a
disponibilidade do P, tornando-o soldvel a planta
hospedeira (Barea & Jeffries, 1995).

Devido a importancia do uso de inoculantes
bacterianos e da associa¢do destes com plantas xerofilicas
visando a recuperacdo de solos em processo de
desertificacdo € que este trabalho visou avaliar o potencial
de bactérias isoladas de palma quanto a sua habilidade
em fixar nitrogénio e solubilizar fosfato.

Material e Métodos

Deteccao dos genes nif em bactérias associadas a
Opuntia ficus-indica.

Sessenta e nove bactérias endofiticas e rizosféricas
isoladas de palma em meio NFb (Dobereiner et al., 1995)
foram avaliadas quanto a presenga dos genes nifH e nifD.
A detecg¢do foi feita utilizando-se “primers” especificos
(Tabela 1). As reagdes de PCR foram realizadas num
volume final de 25uL., contendo 0,5 - 10ng de DNA
molde; 1uM de cada “primer”’; 0,2mM de cada dNTPs;
1,5mM de MgCl,; 2,5uL do tampdo da enzima (10X);
0,5 U/uL da Taq DNA polimerase (Life Technologies).
Em todas as reacdes foram utilizados sete controles po-
sitivos, com o DNA molde de linhagens bacterianas per-
tencentes a Colecdo de Bactérias Diazotréficas da
EMBRAPA Agrobiologia, e um controle negativo sem o
DNA molde. As espécies tipo que contém os genes nif
usadas como controles positivos sdo: Azoarcus indigens,
Azospirillum amazonense, Azospirillum irakense,
Azospirillum lipoferum, Burkholderia vietnamiensis,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
rubrisubalbicans.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um
termociclador Peltier PTC200 programado para realizar
uma desnaturacao inicial de 5 min a 94 °C, 40 ciclos de
30sa94°C, 1 min. a 59 °C, e mais 30 s a 72 °C e uma
extensdo final de 5 min. a 72 °C. Dez microlitros da
reacdo de PCR foram observados em gel de agarose
1,2%, juntamente com o marcador de peso molecular
DNA Ladder 100pb (Life Technologies) para visualizagdo
de um fragmento de aproximadamente 400pb.

Gene “Primer” Seqiiéncia Referéncia
NifH 19F 5’-GCIWTYTAYGGIAARGGIGG-3’ Ueda et al., 1995
407R 5’-AAICCRCCRCAIACIACRTC-3’
NifD FdB261 5’-TGGGGICCIRTIAARGAYATG-3’ Stoltfus et al., 1997
FdB260 5’-TCRTTIGCIATRTGRTGNCC-3’
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Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato
in vitro

A selecdo de linhagens de bactérias associadas a Opuntia
ficus-indica Mill., isoladas em meio NFB, capazes de
solubilizar fosfato in vitro foi realizada repicando-as em
placas com os meios Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya,
1948), meio National Botanical Research Institute
phosphate growth medium devoid of Yeast extract
(NBRIY) (Nautiyal, 1999) e meio National Botanical
Research Institute Phosphate growth (NBRIP) (Nautiyal,
1999). Decorridos 14 dias, foi efetuada a medi¢do do
diametro da col6nia e o didmetro do halo de solubilizagio
de fosfato. O tamanho do halo de solubilizac@o é resultante
da subtracdo do valor do diametro da col6nia do diametro
total do halo de solubiliza¢do ( Nautiyal, 1999).

Resultados e Discussao

Deteccao de genes nifH e nifD em bactérias
associadas a Opuntia ficus-indica, isoladas em meio NFB

Dos 69 isolados bacterianos, 10 apresentaram
amplificaco do fragmento do gene nifH (Tabela 2). Nenhum
dos isolados amplificou o segmento equivalente ao gene nifD.
Todos os controles positivos amplificaram os segmentos
dos genes nifH e nifD. Dos 10 microrganismos que
apresentaram amplificagio do segmento de 400 pb do gene
nifH, 6 foram isolados da rizosfera, 1 endofitico de raiz e 2
endofiticos dos articulos. A identificacio destas, feita pelo
perfil de dcidos graxos da membrana celular, coloca-as
taxonomicamente dentro das seguintes espécies: Citrobacter
frendii, Sphingomonas paucimobilis, Enterobacter
agglomerans, Ochrobactrum anthropi, Rhodococcus
erytropolis e Stenotrophomonas maltophilia.

O pequeno nimero de isolados que apresentaram
amplificacdo do fragmento relativo ao gene nifH deve-se

ao fato de existir uma grande divergéncia nas suas
seqliéncias, necessitando-se de um maior nimero de
variagdes nas posicdes das seqiiéncias degeneradas (Zehr
& McReynolds, 1989). Sdo muitos os trabalhos de detec¢ao
do gene nifH utilizando-se de PCR (Ohkuma et al., 1999;
Poly et al., 2001; Ueda et al., 1995; Widmer et al., 1999;
Laguerre et al., 1996), no entanto, com raras excegoes,
estes partem de microrganismos em cultura. A base para
estes trabalhos é a de efetuar a extracdo de DNA
diretamente do solo e/ou da planta e procurar amplificar
os genes de interesse para gerar filogenias baseadas nos
mesmos, nem sempre nomeando os isolados em questao.

Rosch et al. (2002) descrevem a presenca dos genes
nirK e nosZ, que codificam, respectivamente, a redutase
do nitrito contendo Cu e a redutase do 6xido nitroso, em
Ochrobactrum anthropi LMG3331, também nomeado
Achromobacter antropi, ndo detectando por PCR a
presenca do gene nifH. Neste mesmo trabalho ocorre a
amplificacdo do gene nifH em A. ruhlandii DSM653,
portanto, devido a proximidade evolutiva e ao pequeno
nimero de isolados testados € plenamente aceitdvel que
ocorra o gene nifH em A. antropii.

No caso dos isolados de Stenotrophomonas
malthophilia, trabalhos desenvolvidos recentemente (no
prelo) relatam a ocorréncia de gene nifH nesta espécie
bacteriana, assim como a presenga do mesmo nesta
bactéria pode ser embasado na transferéncia horizontal
do gene nifH (Hirsch et al., 1995).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio ja foi descrita para o
género Enterobacter, com o estudo do gene nifH em E.
agglomerans (Siddavattam et al., 1995; Kreutzer et al.,
1989) e E. cloaceae (Rosch et al., 2002)

Solubilizacao de fosfato por bactérias associadas
a Opuntia ficus-indica, isoladas em meio NFb

Cerca de 29% dos isolados bacterianos, associados a

Tabela 2 - Linhagens bacterianas portadoras do gene nifH associadas a Opuntia ficus-indica Mill., isoladas em NFb.

Isolado Local de coleta Microhabitat Identificagdo *
NCOL27'B Queimadas — PB Raiz Citrobacter freundii
NFCA1C Sédo José do Tapera — AL Articulo Sphingomonas paucimobilis
NFCAI1F Sédo José do Tapera — AL Articulo Enterobacter agglomerans
RINFATA Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Ochrobactrum anthropi
RINFAIB Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Ochrobactrum anthropi
RINFA2A Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Ochrobactrum anthropi
RINFA2I Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Rhodococcus erytropolis
RINFA2K Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Stenotrophomonas maltophilia
RINFA2N Sédo José do Tapera — AL Rizosfera Ochrobactrum anthropi
NCOL113 Valinhos — SP Rizosfera Stenotrophomonas maltophilia

* A identificac@o das bactérias se baseou na andlise do perfil dos dcidos graxos da membrana celular obtido por um detector
de ionizagdo de chamas (FID) e identificado usando o software de Identificacdo Microbiana desenvolvido por MIDI Inc.

(Newark, USA).
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Opuntia ficus-indica Mill. isolados em meio NFb,
apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato,
Ca,(PO,),, totalizando 20 bactérias: 5 rizosféricas, 11
enddfitas de raiz e 4 endoéfitas de caule (Tabela 3).
Confirmando os resultados da literatura (Nautiyal,
1999), o meio NBRIP foi o que apresentou um maior

Costa e Melo

nimero de isolados solubilizando fosfato (n = 14). No
entanto, a sua aplicabilidade como dnico meio para a
selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato,
Ca,(PO,),, € questiondvel visto que outros 6 isolados
apresentaram esta capacidade nos outros meios
utilizados e ndo no NBRIP.

Tabela 3 — Linhagens isoladas em meio NFb associadas a Opuntia ficus-indica Mill, que solubilizaram fosfato, Ca,(PO,),, in vitro. Sio

expressas as medidas do raio da coldnia e do halo de solubilizagao.

Meio PVK Meio NBRIY Meio NBRIP
Linhagem
Colonia Halo Colonia Halo Colonia Halo

Nio identificada (NCol12") 0 - 0 - 3,0+£0,0 1,0 £ 0,0
Nio identificada (NCol2RI7) 0 - 6,33 + 0,57 2,0£0,0 8,66 + 1,15 1,33 £ 0,57
Agrobacterium radiobacter (NCol15) 0 - 0 - 2,33 + 0,57 5,33 + 0,57
Bacillus coagulans (NCOL12RI7) 8,33 £ 0,57 2,0£0,0 6,0 £ 1,0 2,0£0,0 6,0 £ 1,0 2,33 +£ 0,57
Bacillus megaterium - GC subgrupo A (NFCT3D) 20,33 + 0,57 0,5+0,0 0 - 13,33 + 0,57 1,0+ 0,0
Bacillus megaterium - GC subgrupo A (NFRP3B) 12,0 £ 1,0 1,0+ 0,0 10,0 £ 1,0 1,0+ 0,0 8,33 +0,57 1,0+ 0,0
Bacillus megaterium - GC subgrupo A (NFRP3C) 14,0 £ 1,0 1,0+ 0,0 0 - 0 -
Bacillus megaterium - GC subgrupo A (NFRP3D) 0 - 0 - 9,66 +0,57 1,0+ 0,0
Enterobacter agglomerans GC subgrupo I (NFCA2") 0 - 14,0 £ 1,0 20+0,0 0 -
Enterobacter agglomerans GC subgrupo II (NFRT3A) 5,33 + 0,57 0,5+0,0 3010 1,0+ 0,0 2,66 + 0,55 1,66 + 0,57
Enterobacter agglomerans GC subgrupo III (NFCA1F) 13,33 £ 0,57 8,0+2,0 10,0 £ 0,0 20+0,0 14,0 £ 1,0 5000
Enterobacter agglomerans GC subgrupo IV (NCol117) 0 - 0 - 3,33 + 0,57 3,33 + 0,57
Escherichia coli GC subgrupo C (NFRT3E) 10,66 + 1,52 70+ 1,0 6,33 £ 1,15 5,33 £0,57 4,0 £ 0,0 50+ 1,73
Klebsiella trevisanii (NFRT3C) 6,66 + 1,15 1,0 £ 0,0 2,33 £0,57 4,33 £0,57 4,33 + 0,57 1,0 £ 0,0
Nio identificada (NFRP2C) 0 - 0 - 8,66 + 0,57 1,0 £ 0,0
Ochrobactrum anthropi (RINFA1B) 7,66 = 0,57 9,66 + 0,57 0 - 0 -
Paenibacillus pabuli (NCol210) 0 - 0 - 1,0+ 0,0 4,0+ 1,73
Nio identificada (RINFA2L) 0 - 8,66 + 1,15 1,66 +0,57 0 -
Sphingomonas paucimobilis (NFCA1C) 0 - 3,66 + 0,57 1,0+ 0,0 0 -
Stenotrophomonas maltophilia (RINFA2K) 15,66 + 0,57 17,66 + 0,57 0 - 0 -
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Diversas variedades e linhagens avancadas de feijoeiro comum, de diferentes grupos comercias, foram avaliadas em seis redes
experimentais, em diversos ambientes do Nordeste brasileiro, no biénio 2003-04, visando conhecer a adaptabilidade e a estabilidade
de produgdo desses materiais, para fins de recomendagdo. Utilizou-se, em todas essas redes, o delineamento experimental em
blocos ao acaso, com trés repeticdes. Os parametros de adaptabilidade e estabilidade foram feitos conforme Eberhart & Russel
(1966). O municipio de Simdo Dias, no agreste sergipano, mostrou-se mais propicio ao desenvolvimento do cultivo do feijoeiro,
com rendimento médio de grios superior a 3.000 kg/ha. Em todas as redes experimentais detectaram-se diferencas significativas,
nas andlises de varidncia conjuntas, entre os ambientes e 0s gendtipos e comportamento produtivo diferenciado desses gendtipos
ante as oscilagdes ambientais. Os genétipos avaliados diferiram quanto a adaptabilidade e estabilidade de producéo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., interac@o genétipo x variedades x ambiente, variedades,

Adaptability and stability of bean breeding lines and cultivars in the Brazilian North-
east Region. Different advanced bean-breeding lines and cultivars of diverse commercial groups were evaluated in six
experimental networks, in different ecosystems of the Brazilian Northeast in the years 2003-2004. This work aimed to know the
adaptability and production stability of the genetic materials in order to recommend to the farmers. In all cases it was used
randomized block design with three repetitions. The parameters of adaptability and stability were done according to Eberhart &
Russel (1966). The County of Simdo Dias, in the semiarid State of Sergipe, was more suitable for the development of bean
cultivation, with the average production superior to 3,000 kgs/ha. In all the experimental networks were found differences in the
paired analysis of variance used, in the ecosystems and the genotypes, in the behavior productive in these genotypes in relation
to the local area oscillation. The genotypes also had differences in relation to production stability and adaptability.

Key words: Phaseolus vulgaris L., genotype X environment, interactions, varieties
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Introducao

No Nordeste brasileiro ocorrem indmeros sistemas
de producio de feijoeiro comum,predominando aqueles
onde é quase ausente a aplicagdo de tecnologias de
producdo, praticados por pequenos e médios produtores
rurais. Em razao de ser um produto de subsisténcia, tem
expressiva importancia sécio-econdmica no cendrio da
agricultura nordestina, tanto no que se refere a extensa
area dedicada ao cultivo desse produto, quanto na oferta
de proteina vegetal de baixo custo na dieta alimentar do
povo nordestino. Nao obstante esta importancia, sua baixa
produtividade tem sido provocada pelo baixo nivel
tecnoldgico dispensado a cultura e aos fatores bidticos e
abidticos restritivos a produgdo. Dentre os diversos fatores
que podem contribuir para o aumento da produtividade
de uma cultura, a recomendacdao de variedades
melhoradas e de melhor adaptabilidade e estabilidade de
producdo ndo implica 6nus adicional ao agricultor.

Distintas condi¢cdes ambientais existem no Nordeste
brasileiro (Silva et al., 1993), e o feijoeiro, com algumas
restricoes, € cultivado na maioria delas. Considerando
este aspecto e aquele relacionado aos diferentes sistemas
de produgdo prevalescentes na regido, infere-se que € de
interesse o desenvolvimento de um programa de avaliagdo
de variedades de feijoeiro comum, visando subsidiar os
agricultores na escolha de materiais genéticos de melhor
adaptacdo e que sejam portadores de atributos
agrondmicos desejaveis.

Outro fator importante a ser considerado € a presen-
ca da intera¢do gendtipos X ambientes, a qual assume
papel fundamental no processo de recomendacio de cul-
tivares. Para que se proceda uma recomendacdo mais
eficiente, torna-se necessario minimizar o efeito dessa
interacdo, por meio da selecao de cultivares com melhor
estabilidade fenotipica (Ramalho et al., 1993). Diversos
trabalhos ressaltam a importancia e a influéncia da
interacdo cultivares x ambientes, principalmente nas fa-
ses iniciais do programa que envolvem a avaliacdo final e
a recomendacdo de cultivares (Santos, 1980; Duarte,
1988; Carbonell & Pompeu, 2000; Duarte &
Zimmermann, 1994 e Carbonell et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi verificar a adaptabilida-
de e a estabilidade de variedades e linhagens avancadas
de feijoeiro comum, no Nordeste brasileiro, para fins de
recomendacao.

Material e Métodos

Foram avaliadas diferentes variedades e linhagens
avangadas de feijoeiro comum, distribuidas em ensaios
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de Valor de Cultivo e Uso, dos grupos comerciais carioca,
mulatinho, preto e cores; além desses, foram realizados
ensaios de teste de adaptagdo local, englobando 21
variedades e mais um tipo de ensaio denominado Valor
de Cultivo e Uso/Sergipe, contemplando seis linhagens
avancadas e seis variedades de diferentes grupos
comerciais.

Os ensaios de teste de adaptacdo local foram realizados
no ano agricola de 2004; os demais ensaios foram
realizados no decorrer dos anos agricolas de 2003, nos
municipios de Simao Dias e Nossa Senhora das Dores, e
2004, em Paripiranga, Simdo Dias, Nossa Senhora das
Dores e Arapiraca. Os municipios de Paripiranga, Simao
Dias e Arapiraca localizam-se, respectivamente, na zona
agreste dos estados da Bahia, Sergipe e Alagoas; o
municipio de Nossa Senhora das Dores estd situado nos
tabuleiros costeiros do estado de Sergipe.

Os ensaios realizados no municipio de Simao Dias
foram desenvolvidos nos sistemas em monocultivo e
consorciado com o milho. Utilizou-se, em todos os
ensaios, o delineamento em blocos ao acaso, com trés
repeti¢des. No monocultivo, as parcelas constaram de
quatro fileiras de 4,0m de comprimento, espacadas de
0,50m; no consorcio, foram utilizadas trés fileiras de
feijoeiro e uma de milho, mantendo-se a mesma distancia
entre as fileiras. Foram mantidas 15 sementes/m, no
feijoeiro, correspondendo a populacdes de 300.000
plantas/ha e 250.000 plantas/ha, respectivamente, nos
sistemas em monocultivo e consorciado. As adubacoes
de cada ensaio obedeceram aos resultados das andlises
de solo de cada drea experimental.

Os dados de produtividade de graos foram submetidos
auma andlise de variancia, por ambiente, obedecendo ao
modelo em blocos ao acaso e a uma andlise de variincia
conjunta, considerando aleatdrios os efeitos de blocos e
ambientes e, fixo, o efeito de cultivares (Vencovsky &
Barriga, 1992).

Os parametros de adaptabilidade e estabilidade foram
estimados conforme metodologia proposta por Eberhart
& Russel (1966), conforme segue abaixo:

Y, =u+B Ij+Jij + eij

Onde: Y, = média da cultivar i no ambiente j; u, = média
da cultivar 1 em todos os ambientes; B, = coeficiente de
regressdo que mede a resposta da cultivar i quando variam os
ambientes; Ij = indice ambiental; J § = desvio da regressao da
cultivar i no ambiente j; e, =erro residual associado a média.

Determinou-se também, o coeficiente de
determinagdo R?, segundo Steel & Torrie (1960),
visando avaliar quanto de variagdo total de cada cultivar
era explicado pelo modelo acima.
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Resultados e Discussao

A andlise de variincia conjunta para o peso de graos
mostrou efeitos significativos (p<0,01) quanto aos
gendtipos, ambientes e interagdo gendtipos x ambientes,
nos seis conjuntos de experimentos. A interagao genotipos
x ambientes, significativa na andlise de varidncia conjunta,
indica uma grande influéncia dos ambientes no
comportamento dos gendtipos. Essas diferencas podem
ser atribuidas, em grande parte, & ocorréncia de estresses
entre os ambientes considerados.

Constatada a presenca da interacdo genotipos x
ambientes, procurou-se verificar as respostas de cada
gendtipo nos ambientes estudados pelo método de
Eberhart & Russel (1966). Além do preconizado pelo
método proposto, considerou-se como genotipo melhor
adaptado aquele com produtividade média de graos
acima da média geral (Vencovsky & Barriga, 1992).

A produtividade média de graos (2.196 kg/ha) dos
gendtipos que compuseram os ensaios do grupo
comercial carioca (Tabela 1), expressa o bom potencial
para a produtividade desses materiais, destacando-se
com melhor adaptag¢do, aqueles materiais com
rendimentos médios de graos acima da média geral (b
> média geral). Nesse grupo de melhor adaptagdo,
apenas a variedade Pérola mostrou-se exigente nas
condi¢des desfavordveis (b >1), justificando sua
recomendagdo para os ambientes favordveis. Os demais
gendtipos desse grupo de melhor adaptacdo evidenciaram
adaptabilidade ampla (estimativas de b, > média geral e
de b semelhantes a unidade), consubstanciando-se em
alternativas importantes para a agricultura regional.

Observando as produtividades médias (b)) dos
materiais que formaram o grupo comercial mulatinho,
verificou-se que algumas linhagens avancadas superaram
a variedade testemunha BRS Marfim, com destaque
para as CNFM 7958 e CNFM 10375 (Tabela 2). A
média de produtividade do ensaio foi de 2.445 kg/ha,
com variacdo de 2.177 kg/ha a 2.680 kg/ha,
expressando a boa adaptagdo do conjunto avaliado.
Verificando-se os parimetros de adaptabilidade e
estabilidade desses materiais (Tabela 2), nota-se que
no grupo de materiais de melhor adaptagao (b, > média
geral), apenas a linhagem CNFM 9381 mostrou ser
exigente nas condi¢des desfavordveis (b>1), sugerindo
sua recomendacdo para os ambientes favordveis.Os
demais materiais desse grupo de melhor adaptacio, com
estimativas de b semelhantes a unidade, evidenciaram
adaptabilidade ampla, consolidando-se em alternativas
importantes para a agricultura regional. No que se
refere a estabilidade, o conjunto avaliado, a excecao
das linhagens CNFM 10375, CNFM 8080, CNFM 9381

Tabela 1. Estimativas dos pardmetros de adaptabilidade e
estabilidade de 15 cultivares de feijoeiro comum do grupo comercial
carioca em 8 ambientes nos Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas, no
biénio 2003-2004. Modelo Eberhart & Russel, 1966.

Gendtipos Médias B R?
CNFC 9458 2372 a 1,04ns 90
Pérola 2349 a 1,27%%* 94
CNFC 8009 2255a 0,89ns 89
Pitoco 2222 a 1,10ns 91
CNFC 9518 2221 a 1,08ns 93
Magnitico 2220 a 1,12ns 97
CNFC 9504 2219a 1,01ns 94
CNFC 9461 2215a 0,89ns 94
TAPAR 81 2183 a 0,96ns 90
CNFC 9484 2177 a 0,89ns 86
CNFC 9494 2172 a 1,01ns 98
CNFC 9500 2148 b 0,92ns 94
CNFC 9471 2073 b 0,88ns 93
CNFC 9435 2069 b 0,88ns 96
CNFC 9506 2042 b 0,97ns 81
Média 2196
C.V.(%) 12

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott.

Tabela 2. Estimativas dos parametros de adaptabilidade e esta-
bilidade de 14 cultivares de feijoeiro comum do grupo comercial
mulatinho em 7 ambientes nos Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas,
no biénio 2003-2004. Modelo Eberhart & Russel, 1966.

Genotipos Médias b R?
CNFM 7958 2680 a 0,98ns 90
CNFM 10375 2679 a 0,83ns 76
CNFM 8080 2545 b 0,94ns 64
CNFM 10387 2535b 0,97ns 88
BRS Marfim 2532b 1,06ns 85
CNFM 9381 2500 b 1,24% 79
CNFM 7957 2483 b 1,00ns 91
CNFM 10390 2370 ¢ 1,17ns 66
CNFM 9412 2369 ¢ 1,14ns 92
CNFM 10385 2369 ¢ 0,96ns 87
CNFM 8057 2362 ¢ 1,13ns 90
CNFM 10386 2353 ¢ 0,92ns 94
IPA 6 2286 ¢ 1,86ns 80
Bambui 2177 ¢ 0,74% 87
Média 2445
C.V. (%) 11

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott

e CNFM 10390, mostrou boa previsibilidade nos
ambientes considerados.

No conjunto de materiais do grupo comercial preto
(Tabela 3), a média detectada foi de 2.174 kg/ha, com
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Tabela 3. Estimativas dos parametros de adaptabilidade e
estabilidade de 13 cultivares de feijoeiro comum do grupo comercial
preto em 8 ambientes dos Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas, no
biénio 2003-2004. Modelo Eberhart & Russel, 1966.

Gendtipos Médias b R?
BRS Valente 2423 a 1,05ns 87
TB 97-13 2327 a 1,11ns 89
CNFP 8000 2281 a 1,01ns 96
CNFP 10138 2219b 0,92ns 86
FT Nobre 2207 b 0,91ns 92
Uirapuru 2157 b 1,05ns 93
Soberano 2126 b 0,93ns 91
CNFP 7966 2126 b 1,04ns 91
Diamante Negro 2112 b 1,10ns 92
CNFP 9328 2105b 1,00ns 95
CNFP 7994 2071 b 0,99ns 93
CNFP 7972 2067 b 0,81°%* 76
TB 94-09 2038 b 1,04ns 92
Média 2174

C.V. (%) 12

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott

variacdo de 2.038 kg/ha a 2.423 kg/ha, evidenciando a boa
adaptacdo desses gendtipos naregido. A variedade Valente
e a linhagem TB 97-13 apresentaram melhores
rendimentos de grdos e mostraram, juntamente com 0s
materiais que exibiram melhor adaptagdo (b, > média
geral), estimativas de b semelhantes a unidade,
evidenciando adaptabilidade ampla. Essa vantagem faz
desses materiais excelentes opcdes de cultivo nos
diferentes sistemas de producgdo regionais. Os valores
dos coeficientes de determinagao (R?) obtidos, a excegao
do encontrado na linhagem CNFP 7972, estdo acima de
80 %, o que mostra a alta estabilidade dos gendtipos
avaliados nos ambientes considerados e assegura a
eficiéncia do método em explicar a variagdo nos dados
observados em cada gendtipo.

No grupo de materiais que formaram o grupo cores
(Tabela 4), a linhagem CNFR 10241 superou as
variedades Roxo 90, BRS Vereda e BRS Timbd, revelando
melhor adaptag@o. Essa linhagem mostrou-se também
exigente nas condi¢des desfavordveis (b>1), justificando
sua explora¢do comercial nos ambientes favordveis. Os
demais gendtipos de melhor adaptacdo expressaram
adaptabilidade ampla, além de mostrarem alta estabilidade
nos ambientes estudados (R2>80%).

Observando-se as produtividades médias dos
materiais que compuseram os ensaios do Teste de
Adaptacao Local (Tabela 5), verifica-se que as variedades
Rudd, BRS Supremo, BRS Pontal, BRS Valente, BRS
Campeiro e BRS Marfim apresentaram melhor
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adaptacdo. Nesse grupo de melhor adaptagdo, as
variedades BRS Supremo, BRS Pontal, BRS Valente e
Pérola mostraram-se exigentes nas condig¢des

Tabela 4. Estimativas dos parametros de adaptabilidade e esta-
bilidade de 9 cultivares de feijoeiro-comum em 8 ambientes dos
Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas, no biénio 2003-2004. Modelo
Eberhart & Russel, 1966.

Genotipos Médias b R?
CNFR 10241 2440 a 1,29%* 88
Rox090 2153 b 1,02ns 92
BRS Vereda 2124 b 1,01ns 84
BRS Timb6 1993 ¢ 0,96ns 94
Irai 1940 ¢ 0,91ns 89
CNEFR 8035 1919 ¢ 0,92ns 95
CNFRIJ 10299 1801 ¢ 1,01ns 87
CNFRIJ 10294 1771d 0,91ns 83
BRS Radiante 1750 d 0,95ns 85
Média 1988

C.V. (%) 10

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott.

Tabela 5. Estimativas dos pardmetros de adaptabilidade e esta-
bilidade de 21 cultivares de feijoeiro comum em 5 ambientes dos
Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas, no ano agricola de 2004.
Modelo Eberhart & Russel, 1966.

Genotipos Médias b R?
Ruda 2402 a 1,09ns 95
BRS Supremo 2399 a 1,31%* 95
BRS Pontal 2377 a 1,39%:* 92
BRS Valente 2285 a 1,25%:* 91
BRS Campeiro 2255 a 0,80* 94
BRS Marfim 2253 a 1,06ns 98
Bambui 2175b 0,88ns 96
Pérola 2168 b 1,24%%* 98
BRS Horizonte 2139 b 1,11ns 98
BRS Grafite 2127 b 0,94ns 96
BRS Vereda 2119b 0,93ns 91
Corrente 2104 b 0,79%* 91
BRS Requinte 2083 b 1,05ns 97
Diamante Negro 2050 ¢ 0,94ns 91
BRSMG Talisma 2049 ¢ 1,17ns 95
IPA 6 2035 ¢ 0,82ns 94
Princesa 2008 ¢ 1,04ns 93
Carioca 1939 ¢ 1,00ns 94
BRS Timb6 1935¢ 0,79% 98
Jalo Precoce 1700d 0,71%* 95
BRS Radiante 1677d 0,58%* 95
Média 2108

C.V. (%) 12

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott
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desfavoraveis (b>1), sugerindo suas recomendacdes
para os ambientes favordveis. Vale ressaltar que nesses
grupo de materiais de melhor adaptagdo,as variedades
Ruda, BRS Marfim, Bambui, BRS Horizonte, BRS
Grafite e BRS Vereda, de rendimentos médios de grios
superiores a média geral, de estimativas de b semelhantes
a unidade e de alta estabilidade nos ambientes
considerados (R>>80%), caracterizaram-se como
gendtipos ideais preconizados pelo modelo proposto,
sobressaindo as variedades BRS Marfim e Rud4, com
melhor adaptag@o. No tocante a estabilidade, infere-se
que todo o conjunto avaliado mostrou alta previsibilidade
nos ambientes estudados (R? > 80%).

As variedades e linhagens avangadas que formaram
os ensaios de Valor de Cultivo e Uso/Sergipe, apesar
de mostrarem comportamento produtivo semelhantes,
aquelas que apresentaram rendimentos médios de
grdos superiores a média geral, revelaram melhor
adaptacio. A exce¢do da variedade Pérola, que mostrou
exigéncia nas condicdes desfavordveis, repetindo o
comportamento apresentado em ensaios anteriores e
justificando, mais uma vez, sua recomendag¢do em
ambientes favoraveis; os demais materiais exibiram
adaptabilidade ampla e alta estabilidade nos ambientes
considerados, consolidando-se em alternativas
importantes para os diferentes sistemas de producao
vigentes na regido.

Tabela 6. Estimativas dos parametros de adaptabilidade e
estabilidade de 12 cultivares de feijoeiro comum em 5 ambientes
nos Estados da Bahia, Sergipe e Alagoas, no ano agricola de 2004.
Modelo Eberhart & Russel, 1966.

Gendtipos Médias b R?
CNEC 8065 2361 a 1,17ns 99
CNEC 8075 2340 a 1,18ns 99
Corrente 2296 a 0,98ns 93
Pérola 2245 a 1,38%* 88
BRS Marfim 2223 a 0,92ns 95
CNFM 8116 2206 a 0,81ns 86
BRS Horizonte 2201 a 0,99ns 95
CNFM 7815 2186 a 0,87ns 94
CNFC 8109 2171 a 0,84ns 79
Carioca ETE 2143 a 0,97ns 92
CNFM 7886 2112 a 0,80ns 91
CNFM 7119 1909 a 0,96ns 91

Média 2199

C.V. (%) 11

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knott.

Conclusoes

1. A grande maioria das variedades e linhagens
avancadas avaliadas mostram alta estabilidade de producao
na regido.

2. As variedades Rudd e BRS Marfim e as linhagens
avangadas CNFM 7958, CNFM 10375, CNFM 8080,
dentre outras, evidenciam adaptabilidade ampla,
consolidando-se em alternativas importantes para a
agricultura regional.

3. Avariedade Pérola, largamente utilizada na regido,
mostra adaptag¢@o a ambientes favordveis.

4. Direcionar a recomendacdo de melhores materiais
genéticos, com a escolha de variedades e linhagens mais
adaptadas e de melhor adaptabilidade e estabilidade de
producio.
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METODOLOGIA DE INOCULACAO PARA AVALIAR RESISTENCIA A VASSOURA-
DE-BRUXA DO CACAUEIRO (Theobroma cacao) EM CONDIGCOES DE CAMPO

Marival Lopes de Oliveira; Valdivia Reis da Silva

CEPLAC/CEPEC/Se¢io de Fitopatologia, Caixa Postal 07, 45600-970, Itabuna, Bahia, Brasil,
e-mail: marival @cepec.gov.br.

Alguns materiais genéticos recomendados no controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro (VB) tém apresentado niveis de
resisténcia mais pronunciados em lancamentos foliares do que em frutos. Considerando-se a necessidade de melhor estudar tais
reagoes em diferentes gendtipos de cacau, foram realizados ensaios visando avaliar ou desenvolver uma metodologia pratica e
eficiente para a inoculagio de Crinipellis perniciosa, em condigdes de campo, como suporte nos processos de selecdo e melhora-
mento genético visando resisténcia a VB. Em fun¢@o da baixa disponibilidade de frutos em idade uniforme e da necessidade de se
controlar infecgdes naturais, foram procedidas poliniza¢des manuais entre os seguintes materiais genéticos: TSH 565 x UF 221;
TSA 792 x EET 397 e TSH 774 x TSH 565. Ap6s as polinizacdes as flores foram revestidas com sacos pldsticos transparentes e
os frutos inoculados aos 40 dias de idade, tendo o cuidado de manté-los protegidos, com os sacos, até o final do ensaio. O método
de inoculag@o que apresentou maior eficiéncia e praticidade foi o que utilizou como suporte para o inéculo, disco de papel de filtro
de um centimetro de didmetro, embebido em trés gotas de uma suspensdo de 2 x 10° basididsporos por mililitro de 4gua, colocado
em contato com a superficie do fruto. Nas inocula¢des com ferimentos, antes de se depositar os discos embebidos na suspensao
de esporos em contato com os frutos, foram efetuadas puncturas, com uma agulha esterilizada, na sua superficie. Avaliacdes foram
efetuadas, a intervalos mensais, e aos 90 dias ap6s a inoculagdo, a avaliagdo final. Aparentemente, ndo foram detectadas diferencgas
entre os tratamentos com e sem ferimentos, e nem em relacdo aos percentuais de infecg¢ao de 66,67; 79,17 e 65,38% obtidos nas
inoculagdes dos materiais genéticos relacionados acima.

Palavras-chave: Crinipellis perniciosa, frutos, resisténcia a doenca.

Methodology of inoculation to evaluate resistance to witches’ broom disease of

cacao (Theobroma cacao L) under field conditions. The genetic materials recommended, so far, for the
control of witches’ broom disease of cacao (Theobroma cacao L.) (WB) have been showing higher levels of resistance on
vegetative tissues than on pods. The aim of this study was to evaluate or develop a practical and efficient methodology to
inoculate Crinipellis perniciosa, under field conditions, as an aid on the processes of selection and genetic improvement of cacao
varieties for resistance to WB. As a consequence of the low pod availability at uniform ages and the necessity of controlling natural
pod infections, manual pollinizations were carried out using the following genetic material combinations: TSH565 x UF 221; TSA
792 x EET 397 and TSH 774 x TSH 565. After the pollinizations the flowers were enclosed in transparent plastic bags and the
pods that came out, were inoculated 40 days later. The inoculated and non-inoculated pods were kept protected within the plastic
bags until the end of the trials. The most efficient and practical method of inoculation was that using 1-cm-diameter filter paper
disks embedded in 3 drops of a 2 x 10 7 basidiospores suspension, per milliliter of sterilized distilled water, placed in contact with
the pod surface. For the wounding inoculation treatments, before setting the filter paper disks in contact with the fruit tissues,
punctures on the pod surface were made using a sterilized needle. Periodical evaluations were carried out, at monthly intervals 90
days after inoculations, until. Apparently, no differences were observed for treatments with or without wounding, neithe in
relation until percentages of infection (66.67; 79.17 and 65.38%) obtained for the genetic materials evaluated.

Key-words: Crinipellis perniciosa, pods, disease resistance.
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Introducao

A vassoura-de-bruxa (VB) causada por Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, um fungo da classe dos
basidiomicetos, familia Tricholomataceae, constitui-se
numa das mais importantes e destrutivas doengas do
cacaueiro. Até o seu aparecimento na regido cacaueira
da Bahia em 1989 (Pereira et al., 1989), esteve confinada
a regido Amazonica, aonde em determinadas situagdes
chegava a provocar perdas superiores a 90% na producao
(Evans, 1981; Evans & Bastos, 1981; Bastos, 1988).
Como j4 se preconizava, ao encontrar condi¢des
ambientais favordveis no sul da Bahia, a VB disseminou-
se, rapidamente, alcangando em pouco tempo propor¢des
epidémicas, e acarretando drastica redu¢@o na produgao,
levando o pafs da condi¢do de exportador a importador
de cacau. A doenca ja foi constatada inclusive no vizinho
estado do Espirito Santo

O fungo infecta, principalmente, tecidos
meristemdticos e em processo de crescimento,
provocando sintomas caracteristicos em lancamentos
foliares, almofadas florais e frutos. Os frutos sdo mais
susceptiveis até os trés meses de idade, podendo ser
observadas variacdes na sintomatologia em fun¢do da sua
idade e do modo de penetra¢do do patdégeno. Quando a
infec¢@o ocorre ainda na flora¢do, podem adquirir a forma
de morango, ndo chegado a produzir améndoas; e em
idades jovens, com uma a duas semanas, desenvolvem-
se frutos em forma de cenoura; lesdes necréticas
caracteristicas, de coloracdo negra, com margens
irregulares, normalmente deprimidas, podem se formar
nos frutos infectados, circundadas ou ndo por halos
cloréticos (Singer, 1942, Oliveira & Luz, 2005).

Com o aparecimento da doenc¢a na regido cacaueira
da Bahia, esforcos redobrados foram colocados em pratica
no sentido de oferecer aos agricultores, no mais curto
espaco de tempo, medidas de controle que pudessem
minimizar os efeitos negativos provocados pela doenga na
economia regional. No inicio, com base nos conhecimentos
disponiveis, foi recomendada a poda fitossanitdria, que
consistia na remocao dos tecidos infectados, realizada em
intervalos trimestrais, geralmente, nos meses de fevereiro,
maio, agosto e novembro, em associa¢do com o controle
quimico utilizando-se o fungicida 6xido cuproso a 3 ou 6
g por planta, em pulveriza¢des mensais ou bimensais,
respectivamente (Luz et al., 1997).

A partir do ano de 1995, os primeiros materiais
genéticos com resisténcia a VB comecaram a ser
recomendados através da distribui¢do inicial da variedade
seminal Theobahia, e no ano de 1997, de algumas
variedades clonais: os TSHs 516, 565 e 1188, além do
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CEPEC 42 e EET 397, obtidas através da enxertia ou
multiplicacdo por estaquia. No momento, cerca de 20
variedades fazem parte das recomendacdes da CEPLAC
visando o manejo da doenga.

Naio se deve deixar de salientar que embora resisténcia
seja a forma desejdvel e mais econdmica de controle,
alguns problemas tém sido observados com relagdo ao
comportamento de materiais genéticos resistentes a
doenca em diferentes paises ou localidades. Em
decorréncia de alguns fatores como: condi¢des de clima,
isolado do patégeno, densidade do inéculo e do método
de inocula¢d@o, um determinado gendtipo selecionado pode
se comportar como resistente em uma localidade e
susceptivel em outra. Os Scavinas 6 e 12 sdo exemplos
bastante conhecidos e freqiientemente mencionados na
literatura. Selecionados, inicialmente, como resistentes
em Trinidad (Baker & Holliday, 1957), ndo se
comportaram da mesma forma no Equador (Bartley,
1977) e nem no Brasil (Evans & Bastos, 1980).

Mesmo em relagc@o a experi€ncia mais recente com
as cinco variedades clonais recomendadas pela CEPLAC
a partir do ano de 1997, diferencas considerdveis, em
termos de manifestacdo de sintomas, tém sido
observadas. Os clones TSH 1188 e 565 sdo exemplos
bem ilustrativos. Embora ambos tenham apresentado bons
niveis de resisténcia na copa, seu comportamento em
relacdo a infec¢do de frutos tem sido consideravelmente
diferente. O TSH 565 tem se mostrado, através de
observacdes freqiientes em condi¢des de campo, muito
mais susceptivel a infec¢do de frutos que o TSH 1188,
ndo obstante ser uma variedade mais produtiva. Tal
caracteristica, extremamente desejdvel, por si sé ja
justificaria a manutencdo da variedade num programa de
manejo integrado da doenca, envolvendo adicionalmente
outras estratégias como os controles quimico, bioldgico
e cultural, apesar de sua maior susceptibilidade.

Avaliacdes de fontes de resisténcia sdo, normalmente,
realizadas em campo sob pressao natural de indculo, como
também através de inoculagdes, em condicdes mais ou
menos controladas, em casas-de-vegetag@o. A avaliagdo
e o desenvolvimento de métodos padronizados rapidos e
eficientes de inoculagdo sdo bastante importantes,
permitindo se fazer comparagdes entre gendtipos tanto
em condicdes artificiais quanto naturais, o que apressaria
sobremaneira os processos de selecio e melhoramento
genético visando resisténcia a doenca.

Alguns métodos tém sido empregados na avaliagdo
da resisténcia a VB, na maioria dos casos, utilizando-se
mudas de cacau. Holliday (1955) utilizou um método que
consistia em mergulhar sementes, com quatro dias de
pré-germinadas, em uma suspensdo de basidiésporos.
Outro método que tem sido empregado na inoculacdo de
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diferentes partes da planta € aquele em que se utiliza blocos
de agar obtidos de impressdes de basididsporos sobre
meio de agar-dgua (Evans, 1978; Cronshaw & Evans,
1978; Wheeler & Mepsted, 1988). Seu uso, entretanto,
tem sofrido restri¢des pela falta de consisténcia e
uniformidade dos resultados, uma vez que ndo permite a
padronizagdo da concentracdo do indculo, além de
apresentar limitagdes quando se necessita inocular um
grande nimero de individuos, ao mesmo tempo (Purdy et
al., 1997). Tais limitacdes foram contornadas com o
desenvolvimento de um sistema automatizado de inoculag@o
de mudas, que além de outras vantagens, apresentava a
possibilidade de se controlar, adicionalmente, as condi¢des
ambientais, proporcionando assim maior sucesso nas
inoculagdes (Frias, 1987; Purdy et al., 1997).

O desenvolvimento de técnicas que permitiam o
armazenamento de basididsporos em nitrogénio liquido,
por periodos prolongados, também contribuiu para o
aprimoramento dos métodos de inoculacd@o (Dickstein
et al., 1987; Frias et al., 1991), proporcionando
inéculo vidvel sempre que materiais a serem inoculados
fossem disponibilizados (Purdy et al., 1997, 1998;
Frias & Purdy, 1995).

Em decorréncia das limitagcdes dos métodos existen-
tes, principalmente, quando se necessita inocular gran-
des quantidades de materiais, utilizando-se concentracdes
padronizadas, notadamente, quando a avaliagdo em con-
di¢des naturais € dificultada por baixa pressao ou unifor-
midade nos niveis de inoculo, por exemplo, se buscou
desenvolver uma metodologia pratica e facilmente
reproduzivel que proporcionasse avaliacdes adequadas e
confidveis, apressando-se assim os processos de selecdo
e melhoramento genético do cacaueiro visando resistén-
cia a doenca. Parte deste trabalho foi publicada previa-
mente (Oliveira et al., 2003).

Material e Métodos

Ensaios foram realizados visando avaliar metodologias
jé descritas na literatura ou desenvolver métodos que
fossem eficientes e praticos na inoculacio de Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, principalmente sobre frutos
de cacau, em condi¢des de campo, com vistas a agilizagdo
dos processos de selecao e melhoramento genético visando
resisténcia a VB. Os ensaios foram conduzidos utilizando-
se materiais genéticos pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), em Ilhéus, BA.

No primeiro ensaio, apds avaliagdes preliminares
dos métodos disponiveis, e levando em consideracio
as limitacdes em termos de ndmero de frutos para

cada um dos trinta materiais genéticos selecionados
como mais produtivos e que apresentavam algum nivel
de resisténcia a VB presentes no BAG, o material
genético CA 6 foi aquele escolhido para dar inicio aos
trabalhos. Em decorréncia deste fato, adotou-se como
primeiro critério na escolha do método a ter
continuidade de avaliagdo, sua praticidade, ja que como
se salientou, este seria o objetivo principal na sua
escolha, a fim de se facilitar o processo de inoculacio
de grandes quantidades de frutos ou de outros tecidos,
sob condi¢des de campo. Desta forma, o método
desenvolvido neste trabalho em que se utilizou como
suporte para o indculo, discos de papel de filtro de
1,0 cm de didmetro embebido em trés gotas de uma
suspensdo de 2 x 10° basidiésporos por mililitro de dgua
destilada esterilizada, foi aquele escolhido para ter
continuidade nas avaliacdes. As suspensdes de
basidiésporos usadas foram preparadas utilizando-se
basidiocarpos produzidos sobre vassouras secas em
condig¢des adequadas para a esporulagdo, em vassoureiros
(Rocha, 1983). Os basididsporos foram coletados em
solucdes apropriadas, capazes de manté-los sem germinar
por periodos prolongados, de acordo com procedimentos
descritos na literatura (Frias, 1987; Dickstein et al., 1987,
Purdy et al., 1997). Inéculo produzido e armazenado
conforme tais procedimentos pode ser tanto usado
imediatamente, quanto armazenado para ser utilizado
posteriormente.

Considerando-se a possibilidade do mecanismo de
resisténcia envolvido estar relacionado a penetracio do
fungo, dois tratamentos foram avaliados: inoculagdo com
e sem ferimentos. Para cada variante foram inoculados
20 frutos com 40 dias de idade, mantendo-se igual
nimero, sem inocular, como testemunhas. Nas
inoculacdes com ferimentos foram efetuadas,
inicialmente, puncturas com uma agulha esterilizada,
na superficie dos frutos, depositando-se a seguir
discos de papel de filtro embebidos em trés gotas da
suspensdo de esporos, com a face que recebeu o
inoculo, voltada para baixo. Apds as inoculagdes, 0s
frutos foram revestidos com sacos pldsticos contendo
um chumaco de algodao embebido em dgua destilada
esterilizada, por 48 horas, visando manter um ambiente
propicio a infec¢do (Figura 1). A despeito de o método
ter se mostrado eficiente, persistiam ddvidas com
relacdo ao fato de que poderiam ter ocorrido infecgdes
naturais, uma vez que os frutos ndo permaneceram
protegidos com os sacos durante todo o periodo de
avaliacdo.

Em decorréncia deste fato, um segundo ensaio foi
realizado a fim de dirimir ddvidas e aprimorar a
metodologia. Levando-se em consideragdo a baixa
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Figura 1. Detalhes do método de inoculagdo mostrando frutos inoculados em condi¢des de campo (fotos: a, b, c, d).
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disponibilidade de frutos por planta, a necessidade de
se ter uniformidade em termos de idade de frutos, e de
se controlar infec¢des externas, foram efetuadas
poliniza¢gdes manuais nas seguintes combinac¢des de
materiais genéticos, escolhidos ndo sé por apresentarem
resisténcia a doenca na copa e alguma susceptibilidade
em frutos, como também pelo maior nimero de frutos
produzidos: TSH 565 x UF221; TSA 792 x EET397 e
TSH 774 x TSH 565. Em um total de dez plantas por
material genético, foram efetuadas polinizacdes em um
numero de flores suficientes para se ter, ao menos, 30
frutos por tratamento, incluindo as testemunhas. Apds
a polinizacdo, as flores foram protegidas com sacos
plasticos transparentes, visando prevenir infec¢des
externas. As inoculac¢des foram efetuadas quando os
frutos atingiram 40 dias de idade, utilizando-se
procedimentos idénticos aos descritos, anteriormente,
sendo os sacos repostos no mesmo local, apds terem
suas pontas cortadas, a fim de se evitar o acimulo de
dgua no seu interior, procurando manter os frutos
sempre protegidos durante todo o periodo de avaliagdo.
As avaliagdes foram realizadas a intervalos mensais, e
aos 90 dias ap6s a inoculacdo, a avaliagdo final.

Resultados e discussao

A despeito de no primeiro ensaio a metodologia ter
se mostrado bastante prética e eficiente na inoculagdo
do fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, ja que
do total de 20 frutos inoculados, 18 e 17 foram
infectados nos tratamentos com e sem ferimentos,
respectivamente, ainda persistiram dividas em relacao
a possibilidade de terem ocorrido infec¢des naturais
entre os casos computados como resultados positivos,
em fung¢do dos frutos ndo terem permanecido protegidos
com sacos pldsticos, durante todo o periodo de avaliagao,
apesar de terem sido deixados iguais ndmeros de frutos
como testemunhas (Figura 1). Da mesma forma, em
decorréncia de terem sido oriundos de polinizacdes
abertas, ndo foi possivel se utilizar frutos com idade
uniforme nas inoculagdes, fato que poderia ter interferido
nas manifestagdes dos sintomas da doenca.

O segundo ensaio realizado mostrou, mais uma vez,
a praticidade do método, especialmente, para aquelas
situagdes onde houver a necessidade de se inocular
grandes quantidades de frutos ou de outros tecidos,
em condicdes de campo, principalmente, quando se
estd avaliando uma gama enorme de materiais
genéticos, ao mesmo tempo. Embora os sintomas, em
alguns casos, tenham se manifestado e foram
visualizados um pouco mais cedo, na grande maioria,

entretanto, a observacdo dos sintomas nem sempre
se constituiu numa tarefa facil, em funcio da coloragdo
avermelhada dos frutos nos materiais genéticos
avaliados. Desta forma, limitou-se a considerar apenas
a avaliacdo final aos 90 dias apds a inoculagdo,
oportunidade em que os sacos pldsticos eram
removidos, facilitando-se assim a visualiza¢do dos
sintomas e a confirmagio dos resultados.

Os resultados do segundo ensaio, mais uma vez,
ndo mostraram diferencas aparentes entre os
tratamentos com e sem ferimentos, como também nao
foram observadas diferencas substanciais entre os
percentuais de infec¢do (66,67; 79,17 e 65,38%)
obtidos para as respectivas combinacdes de materiais
genéticos avaliadas: TSH 565 x UF221; TSA 792 x
EET397 e TSH 774 x TSH 565.

Conquanto os resultados obtidos no presente
trabalho ndo tenham apresentado diferencgas
substanciais entre os materiais genéticos avaliados, a
constatacdo do comportamento diferenciado de alguns
gendtipos de cacau em diferentes paises, situagdes e
localidades, ou ainda, ao longo dos anos na mesma
localidade, sugere o envolvimento de diferentes
patétipos do fungo no processo (Purdy & Schmidt,
1996). Assim, o conhecimento das rea¢gdes dos varios
genotipos quando submetidos a agdo de diferentes
patdtipos € de suma importancia durante os processos
de selecdo e melhoramento genético visando
resisténcia a VB. Neste sentido, e semelhantemente
ao sistema automatizado desenvolvido para a
inoculacdo de mudas sob condi¢des de casa-de-
vegetacdo (Frias, 1987; Frias & Purdy, 1995; Purdy
et al., 1997, 1998) a metodologia aqui desenvolvida
mostrou-se de grande valia, uma vez que além da
eficiéncia e praticidade, apresentou vantagens
adicionais de permitir controlar, uniformizar ou ajustar
a concentracdo do indculo; proporcionar, através do
armazenamento de esporos em nitrogénio liquido,
indculo vidvel sempre que materiais genéticos forem
disponibilizados para inoculacio; possibilitar a utilizagdo
de patétipos especificos ou até de misturas destes nas
inoculagdes, proporcionando respostas adequadas,
uniformes e mais confidveis do genétipo avaliado, além
de permitir efetuar comparag¢des em relacdo a viruléncia
de isolados do fungo em diferentes situacdes ambientais
(Frias & Purdy, 1995; Purdy et al., 1997).

Outro fator que nio se pode deixar de considerar € a
influéncia do gendtipo do hospedeiro na manifestagdo dos
sintomas e em alguns aspectos da epidemiologia da
doenca. Como ilustracdo cita-se, por exemplo, o periodo
de incubacdo que pode variar em funcido do genétipo,
tornando-se assim importante a investigacdo das
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interagdes patdgeno-hospedeiro em plantas geneticamente
uniformes (Rudgard & Butler, 1987; Laker, 1990) a fim
de ndo se estabelecer generalizagdes sobre a doenga ou
sobre o comportamento dos diferentes gendtipos do
hospedeiro, quanto a sua resisténcia, em avaliagdes nem
sempre adequadas.
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PERFORMANCE FENOTIPICA DE CULTIVARES DE MILHO NO MEIO-NORTE
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No ano agricola de 2003/2004, foram conduzidos dois tipos de experimentos, em delineamento experimental de blocos ao
acaso com trés repeticdes, envolvendo a avaliacdo de 46 hibridos de milho em um dos experimentos e, 22 variedades e 24 hibridos
em outro, em nove e oito ambientes, respectivamente, do Meio-Norte brasileiro. O objetivo foi conhecer a adaptabilidade e a
estabilidade das cultivares para fins de recomendac@o. Os parametros de adaptabilidade e estabilidade foram estimados conforme
método proposto por Cruz et al. (1989). Detectaram-se, nas andlises de varidncia conjunta, diferengas entre as cultivares e
comportamento inconsistente em face das oscila¢cdes ambientais. Em ambos os experimentos, as variedades e hibridos avaliados
diferiram quanto a adaptabilidade e estabilidade de produgdo. Os hibridos mostraram melhor adaptagdo que as variedades,
consolidando-se em alternativas importante para exploragdo comercial na Regido. Entre aqueles de melhor adaptag@o, os Pioneer
30 F 44, BRIS 1001, AG 6690, DKB 350 destacaram-se para os ambientes favordveis. Os hibridos que expressaram adaptabilidade
ampla, a exemplo dos AG 7000, BRS 1010, DKB 390, Pioneer 30 F 90, dentre outros, consubstanciam-se em alternativas
importantes para a agricultura regional. Também, as variedades que apresentaram adaptabilidade ampla, a exemplo das Sertanejo,
Sdo Francisco, Asa Branca, AL Alvorada, AL Ipiranga, dentre outras, tornam-se de importancia para os diferentes sistemas de
produgdo dos agricultores familiares.

Palavras-chave: Zea mays, interacdo gendtipo x ambiente, rendimento de grdos, hibridos, variedades

Corn cultivars phenotype performance in the Brazilian Middle-Norte region. In the
agricultural year of 2003/2004, two types of experiments were evaluated , in experimental complete randomized design with three
replications involving 46 corn hybrids in one of the experiments and, 22 varieties and 24 hybrids in other, in nine and eight
environments, respectively, in the Brazilian Middle-North. The objective was to study the adaptability and the stability of those
hybrids and varieties for recommendation purposes. The adaptability and stability parameters were measured as proposed by
Cruz et al. (1989). The combined analysis of variance showed variations among the cultivars and inconsistent behaviour to of
those cultivar in relation to environmental oscillations. In both experiments, the varieties and hybrids differed as to adaptability
and production stability. The hybrids showed better adaptation than varieties, in important alternatives for commercial exploration
in the Area. Among those of better adaptation, Pioneer 30 F 44, BRS 1001, AG 6690, DKB 350 stood out in favorable
environments. The hybrids that expressed wide adaptability, as AG 7000, BRS 1010, DKB 390, Pioneer 30 F 90, use an important
alternatives for the regional agriculture. Also, the varieties that presented wide adaptability, as the example the Sertanejo, Sdo
Francisco, Asa Branca, AL Alvorada, AL Ipiranga, are important alternatives for became small producers.

Key word: Zea mays, genotype x environment interaction, grain yield, hybrid, variety.
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Introducao

Em razdo das distintas condi¢des ambientais
existentes na regido Meio-Norte do Brasil (Silva et al.,
1993), ha necessidade de se conhecer o
comportamento das variedades e hibridos de milho
langadas anualmente no mercado regional, tanto por
empresas publicas quanto particulares. A avaliagdo é
de extrema importincia para o conhecimento da
adaptacdo desses materiais aos diferentes ambientes
dessaregido. Estudos tém demonstrado a significancia
da interacdo cultivares x ambientes e,
conseqiientemente, o comportamento diferencial
desses materiais nos anos e ambientes estudados
(Ramalho et al., 1993). Os ambientes de instalacdo
dos experimentos sdo importantes no comportamento
fenotipico dos gendtipos, dada as distintas condicdes
ambientais, que possibilitam a definicdo de pontos
estratégicos para a execu¢do dos ensaios com vistas
arecomendacdo de cultivares (Duarte & Zimmermann,
1994). Fundamentado nesses conceitos de avaliagio
de cultivares em locais estratégicos e nos parametros
de adaptabilidade e estabilidade, foi possivel, realizar
arecomendagdo de cultivares de milho para diferentes
ambientes dos estados do Parana (Carneiro, 1998),
de Minas Gerais (Ribeiro et al., 2000), do Nordeste
brasileiro (Carvalho et al., 2002 e 2005; Souza et al.,
2004) e do Meio-Norte do Brasil (Cardoso et al., 2003,
2004 e 2005).

Diversos trabalhos realizados com a cultura do milho,
segundo Ribeiro et al. (2000), permitem inferir ndo
haver uma relac@o fixa quanto a homogeneidade ou
heterogeneidade do material e sua estabilidade, pois,
é possivel selecionar materiais mais estdveis em
qualquer grupo (variedades, hibridos simples,
hibridos triplos e hibridos duplos). Allard & Bradshaw
(1964) ressaltam que os hibridos simples, por serem
materiais mais homogéneos e por terem na
heterozigosidade na maioria dos locos, possuem maior
capacidade de processar as trocas ambientais de forma
mais eficiente que a mistura de gendtipos nos materiais
heterogéneos. A ocorréncia desses resultados sugere a
importancia do estudo da interacdo cultivares x
ambientes, visando fornecer subsidios e maior
compreensdo do comportamento de diferentes cultivares
de milho quando submetidas a diferentes condicdes
ambientais (Arias, 1996).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a adaptabilidade
e a estabilidade de produgdo de variedades e hibridos de
milho quando submetidos a diferentes condi¢des
ambientais do Meio-Norte do Brasil.

Agrotrépica 17. 2005

Material e Métodos

Os experimentos de avaliacdo de hibridos e os que
envolveram a avaliagdo de variedades e hibridos foram
conduzidos, respectivamente, em nove e oito ambientes
do Meio-Norte brasileiro, no ano agricola de 2003/2004,
distribuidos nos estados do Maranhado e do Piaui, em
diferentes tipos de solo, entre as latitudes 03° 11” S a 09°
04> S (Tabela 1). As precipitagdes pluviométricas
registradas no decorrer do periodo experimental
encontram-se na Tabela 2.

Os experimentos com hibridos envolveram 46
materiais e aqueles que avaliaram variedades e hibridos
foram formados por 22 variedades e 24 hibridos. Em
ambos, utilizou-se o delineamento experimental em blocos
ao acaso com trés repeticdes. Cada parcela constou de
quatro fileiras de 5,0 m de comprimento, espacadas de
0,80 m e 0,25 m, entre covas, dentro das fileiras. Foi
mantida uma planta por cova, apds o desbaste. A drea ttil
da parcela foi de 8,0 m? (duas fileiras centrais). As
adubagdes foram realizadas de acordo com os resultados
das andlises de solo de cada drea experimental.

Os pesos de graos corrigidos para 13% de umidade
foram transformados para produtividade de graos (kg
ha') e submetidos a andlise de variéncia, pelo modelo em
blocos ao acaso. A andlise de variancia conjunta obedeceu
ao critério de homogeneidade dos quadrados médios
residuais (Gomes, 1990), e foram realizadas conforme
Vencovsky & Barriga (1992), considerando-se como
aleatorios os efeitos de blocos e ambientes e, fixo, o efeito
de cultivares. As referidas andlises foram efetuadas,
utilizando-se o Statiscal Analysis Sistem (SAS, Institute,
1996), para dados balanceados (PROC/ANOVA).

Os parametros de adaptabilidade e estabilidade foram
estimados pelo método de Cruz et al. (1989), o qual
baseia-se na andlise de regressdo bissegmentada, tendo
como parametros de adaptabilidade a média (b)), a
resposta linear aos ambientes desfavoraveis (b)) e aos
ambientes favoraveis (b +b,). Foi utilizado o seguinte
modelo:

Yij =b,+b,I + bziT(Ij) +0,+e; onde

Y,: média da cultivar i no ambiente j; L : indice
amblental T (I ) =0se <0, T ()= I I, se I>O
sendo I a média dos indices IJ positivos; b : medla geral
dacultivari; b : coeficiente de regresso linear associado
‘avaridvel L b, : coeficiente de regressdo linear associado
a variavel T (Ij); G, desvio da regressao linear; e,: erro
médio experimental.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas dos municipios onde foram executados os experimentos de milho ano agricola 2003/2004.

Regido Meio-Norte do Brasil.

Municipio Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m) Tipo de solo (1)
Raimundo das Mangabeiras/MA 06°49° 45°24° 545 AVA
Paraibano/MA 06°18° 43°57 196 CE
Barra do Corda/MA 05°43° 45°18° 84 LA
Anapurus/MA 03°44° 43°21° 10 LA
Teresina/PI 05°02’ 42°47 80 NF
Bom Principio/PI 03°11° 41°37 70 LA
Baixa Grande do Ribeiro/PI 08°23’ 45°26 590 AVA
Bom Jesus/PI 09°04° 44°21° 277 AVA

M AVA: Argissolo Vermelho Amarelo, CE: Chernossolo Escuro, LA: Latossolo Amarelo e NF: Neossolo Flavico.

Tabela 2. Indices pluviais (mm) ocorridos durante o periodo experimental. Regido Meio-Norte do Brasil, ano agricola

2003/2004.
Municipios 2003 2004 Total
Dez. Jan. Fev. Mar. Abr.
S. Raimundo das Mangabeiras/MA 74% 480 333 179 - 906
Paraibano/MA - 121%* 292 301 231 945
Barra do Corda/MA - 392% 275 164 164 995
Anapurus/MA - 89% 120 341 380 930
Teresina/Pi - 351% 172 316 222 1061
Bom Principio/PI - 89* 215 210 240 754
Baixa Grande do Ribeiro/PI 177* 636 425 211 - 1449
Bom Jesus/PI 315% 202 189 288- 994 994

* Més de plantio.
Resultados e Discussao

Nos ensaios de hibridos detectaram-se diferencgas
significativas (p<0,01) entre os materiais avaliados, em
todos os ambientes (Tabela 3). Os coeficientes de variagdo
obtidos variaram de 7% a 11%, conferindo boa precisao
aos ensaios (Scapim et al., 1995). As produtividades
médias de graos oscilaram de 6.025 kg ha™!, em Teresina,
PI, em ambiente irrigado a 7.124 kg ha!, em Paraibano,
MA, evidenciando a alta potencialidade dessas dreas para
cultivo do milho em escala comercial. Ressalta-se que os
rendimentos médios obtidos nesses ambientes sdo
equivalentes aqueles registrados em dreas tradicionais de
cultivo de milho nos estados do Parand e Mato Grosso.

Nos ensaios formados por variedades e hibridos detectaram-
se variagdes genéticas entre os materiais avaliados (Tabela 4).A
oscilacdo observada no rendimento de grio foi de 5.420 kg ha
!, em Anapurus, MA, a 6.196 kg ha'', em Barra do Corda, MA.
Estes resultados sdo equivalentes aqueles registrados em dreas
produtoras de milho nos estados do Parand e Mato Grosso e,
confirmam a potencialidade dessas dreas para o cultivo do milho.
Os coeficientes de variac@o obtidos variaram de 6% a 12%,
conferindo boa precisio aos ensaios.

A andlise de variancia conjunta, tanto dos ensaios
constituidos por hibridos (Tabela 5), quanto dos formados
por variedades e hibridos (Tabela 6), evidenciou efeito

significativo (p<0,01), para ambientes, tratamentos e interacao
tratamentos x ambientes, revelando diferencas entre os
ambientes e os tratamentos e comportamento diferenciado
dos tratamentos em face das oscilagdes ambientais.

Constatada a presenga da interacdo cultivar x ambiente,
procurou-se verificar as respostas de cada cultivar nos
ambientes considerados, pelo método de Cruz et al. (1989),
que descreve como material ideal, aquela que expressa
alta produtividade média de graos (b, >média geral),
adaptabilidade nos ambientes desfavoraveis (b, o menor
possivel), responsividade a melhoria ambiental (b, +b, 0 maior
possivel) e, finalmente, variancia dos desvios daregressao igual
azero ( alta estabilidade nos ambientes considerados). Além do
preconizado pelo modelo proposto, considerou-se como cultivar
melhor adaptada, aquela com produtividade média de graos
acima da média geral (Vencovsky & Barriga, 1992).

Nota-se, na Tabela 7, uma varia¢do na produtividade
média de grios (b)) de 5.960 kg ha'! a 7.372 kg ha",
destacando-se com melhor adaptacdo os hibridos com
produtividade média de graos superior a média geral (b >
média geral). Verificando os resultados de andlise de
adaptabilidade e estabilidade desses materiais, nota-se que
o material ideal preconizado pelo modelo bissegmentado
ndo existe entre os avaliados (b, >média geral, b <1,
b +b>1 e varidncia dos desvios da regressdo proximas
ouigual a zero). De forma semelhante, ndo foi encontrado
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Tabela 3. Resumo das andlises de variancia de rendimento de graos (kg ha'), por ambiente, dos experimentos com
hibridos de milho. Regido Meio-Norte do Brasil, ano agricola 2003/2004.

Local Quadrados médios Médias C. V. (%)
Cultivares Residuo
Anapurus/MA 1204988,6%* 325883,1 6376 10
Barra do Corda/MA 944034,6** 309901,6 6585 8
S. R. das Mangabeiras/MA 573586,2%* 237011,8 6484 8
Paraibano/MA 1086449,6%* 547041,7 7124 10
Teresina sequeiro/PI 1006086,4** 252592 6692 7
Teresina irrigado/PI 1220338,9%* 467858,8 6025 11
Bom Jesus/PI 667184,0%* 235650,4 6116
Baixa G. do Ribeiro/PI 2172294,6%* 360722,5 6949 9
Bom Principio/PI 1148382,2%* 347873,1 6505 9

** Significativo, a 1 % de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 4. Resumo das andlises de varidncia da produtividade de grdos (kg ha') dos experimentos de avaliacdo de
cultivares de milho. Regido Meio-Norte do Brasil, ano agricola 2003/2004.

Local Quadrados médios Médias C.V.(%)
Cultivares Residuo
Anapurus/MA 716063,1%%* 117605 5420 6
Barra do Corda/MA 2722310, 1%* 328013,7 6196 9
S. R. das Mangabeiras/MA 1051367,7%* 356886,9 5960 10
Paraibano/MA 2697417,0%* 258458.,6 6028 8
Teresina/PI 1789746,0%* 241480,2 6016 8
Teresina irrigado /PI 2089097,5%3* 364064,1 5209 12
Bom Jesus/PI 2315927,0%* 378381,1 5891 10
Baixa G. do Ribeiro/PI 3460926,5%* 390563 6111 10

** Significativo, a 1 % de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 5. Andlise de variancia conjunta da produtividade de gréos (kg ha') de 46 hibridos de milho
em oito ambientes da Regido Meio-Norte do Brasil, no ano agricola de 2003/2004.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrados médios
Ambientes (A) 8 17400851,8**
Hibridos (H) 45 2477820,2%*
Interacdo (A x H) 360 943191,9%*
Erro 810 342726,1
Média: 6540
C.V (%): 9

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

Tabela 6. Anélise de variancia conjunta da produtividade de graos (kg ha™') de 46 cultivares de milho
em sete ambientes da Regido Meio-Norte do Brasil, no ano agricola de 2003/2004.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrados médios
Locais (L) 7 20198477,7+*
Cultivares (C) 45 11892365,7%**
Interacdo (CxL) 315 712867,2%*
Erro 720 302858,2
Média 5839
C.V (%) 9

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F
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qualquer material que atendesse a todos os requisitos para
adaptacdo nos ambientes desfavordveis. Nesse caso, o
hibrido teria que mostrar uma produ¢do média alta
(b,>média geral), os b <l e b +b,<I. Apesar disso,
observa-se que o hibrido SHS 4060 se aproxima bastante
dessa situagdo (b, alto e b <1 e estabilidade nos ambientes
considerados (variancia dos desvios da regressdo igual a
zero), podendo ser recomendado para essa classe de
ambiente. Para as condi¢des favoraveis, os hibridos
devem apresentar média alta (b, >média geral), estimativas
deb edeb +b, estatisticamente maiores que a unidade e
variancias dos desvios da regressdo proximas ou igual a
zero. Nao foi encontrado qualquer hibrido que atendesse
a todos esses requisitos. No entanto, os hibridos DAS
8420 e A 2345, de rendimentos médios superiores a média
geral e em razdo de serem exigentes nas condicdes
desfavordveis (b >1), justificam suas recomendagdes para
essas condi¢des de ambiente. Da mesma forma, os
hibridos Pioneer 30 F 44, Pioneer 30 F 98 e SHS 4060,
de produtividades médias de graos acima da média geral
e responsivos a melhoria ambiental (b +b,>1) devem
também ser recomendados para essa classe de ambiente. Os
demais hibridos que expressaram médias superiores a média
geral e estimativas de b, semelhantes a unidade, evidenciaram
adaptabilidade ampla, consolidando-se em alternativas
importantes para os diferentes sistemas de producao
prevalescentes na regido, destacando-se, entre eles, os Pioneer
30 F 44, Pioneer 30 F 90, DAS 8480, DAS 8460 e 2 C 577.

Entre os hibridos de melhor adaptag@o (b, > média
geral), apenas os Pioneer 30 F 44, DAS 657, Pioneer 3021,
Pioneer 30 F 98, 2 C 599 e DAS 766 mostraram os desvios da
regressao semelhantes a zero, o que evidencia comportamento
altamente previsivel nos ambientes considerados.

Os parametros de adaptabilidade e estabilidade
estimados nos experimentos envolvendo variedades e
hibridos constam na Tabela 8. Verifica-se que a
produtividade média de graos oscilou de 4.421 kg ha' a
7.246 kg ha', considerando-se que os materiais melhor
adaptados ao Meio-Norte brasileiro expressaram
produtividade médias de graos acima da média geral (5.839
kgha''), destacando-se os hibridos AG 7000 e BRS 1001.
Entre os materiais de menor adaptacdo, podem ser citados
as variedades CMS 47, Sintético Elite Flint, Sintético Flint
e Caatingueiro. Observou-se que, dentre os de melhor
adaptacdo, os hibridos BRS 1001, AG 6690, DKB 350, BRS
2223 e BRS 2114 foram exigentes nas condi¢des
desfavordveis (b, >1), enquanto o hibrido PL 6880, mostrou-
se menos exigente nessas condigdes (b,<1). Os hibridos
AG 6690, DKB 350, AG 7575, AG 2060, e Colorado 32
foram os mais responsivos a melhoria ambiental (b +b,>1).

Dentre os hibridos de melhor adaptagdo (b >média
geral), os que mostraram os desvios da regressdo

estatisticamente semelhantes a zero, expressaram boa
estabilidade nos ambientes considerados, a exemplo dos
BRS 1001, BRS 1010,BRS 3123,AG 1051, DKB 466,
AG 2060, PL 6880, DKB 950 e BRS 2114.

Relacionando-se a estabilidade das cultivares avaliadas,
com suas respectivas bases genéticas (Tabela 8), nota-
se que 18 dessas cultivares mostraram os desvios da
regressdo estatisticamente diferentes de zero,
independentemente de suas bases genéticas (hibridos
simples, hibridos triplos, hibridos duplos e variedades).
As demais cultivares apresentaram alta estabilidade nos
ambientes considerados, independentemente, também, de
suas bases genéticas. Em trabalhos de competicdo de
cultivares, onde se avaliam materiais de diferentes bases
genéticas, surge o questionamento sobre a maior ou menor
estabilidade das cultivares em relacdo ao grupo a que
pertencem (Ribeiro et al., 2000). Resultados de intimeros
trabalhos com cultivares de milho permitem inferir ndo
haver relacdo fixa entre a homogeneidade ou
heterogeneidade de determinado genotipo e sua
estabilidade, sendo possivel selecionar cultivares mais
estdveis em qualquer grupo, quer sejam variedades ou
hibridos (Carneiro, 1998; Ribeiro et al., 2000; Carvalho
et al,. 2002 e 2005; Cardoso et al., 2001, 2004 e 2005),
o que também foi constatado no presente trabalho.

O material ideal preconizado pelo modelo
bissegmentado nao foi encontrado no conjunto avaliado.
Também ndo foi identificado qualquer material com
adaptacdo especifica a ambientes desfavordveis.
Entretanto, cultivares com médias altas nesses ambientes,
tornam-se de importancia para a agricultura regional, a
exemplo dos hibridos AG 7000, BRS 1010, DKB 747,
BRS 3123, BRS 3060, DKB 466 e, principalmente, o PL
6880, que se mostrou pouco exigente nas condi¢des
desfavordveis. Com adaptag@o especifica a ambientes
favoraveis, destacaram-se os hibridos AG 6690 e DKB
350, os quais expressaram altas produtividades médias
de grios, exigéncia nas condi¢des desfavordveis e
resposta favordvel a melhoria ambiental (b >média geral,
b >1 e b+b,>1). Esses dois hibridos mostraram baixa
estabilidade de produ¢@o nos ambientes considerados. Os
hibridos BRS 1001, AG 6690, BRS 350, BRS 2223, BRS
2114, exigentes nas condicdes desfavordveis e, os AG
7575, AG 2060 e Colorado 32, responsivos a melhoria
ambiental, justificam também suas recomendacdes para
as condicdes favordveis. Os hibridos que mostraram
adaptabilidade geral (b >média geral e b =1),
consolidaram-se em alternativas importantes para a regiao.

Considerando a média das variedades (5.245 kg ha'),
nota-se que apenas a AL Piratininga mostrou-se exigente
nas condig¢des desfavordveis (b,>1), sugerindo sua
utilizacdo nessa classe de ambientes. As demais variedades
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Tabela 7. Estimativas das médias e dos parametros de adaptabilidade e estabilidade de 46 hibridos de milho em nove ambientes do

Meio-Norte brasileiro no ano agricola de 2003/2004.

Produtividade média de graos*

Hibridos Geral Desfavoravel Favoravel b, b, b+b, sd R
Pioneer 30 F 44 7372a 6922 7932 1,29 2,35%% 3,64%* 687640 73
DAS 8420 7320a 6695 8100 2,40%% -0,34 2,05 3198038,9%* 46
Pioneer 30 F 90 7084b 6955 7244 0,74 -0,57 0,17 175329227 11
DAS 8480 7042b 6599 7647 1,06 -1,2 -0,13 1881653,4%* 19
DAS 8460 6928b 6681 7259 0,94 0,66 1,61 1243468,4%* 32
A 2345 6925b 6351 7640 2,13%%* -0,81 1,32 1319382,6%* 60
Strike 6904b 6778 7061 0,29 -0,13 0,15 2013618,6%* 2
2C577 6876b 6617 7194 0,85 1,31 2,16 800630,8* 47
A 2560 6856b 6708 7040 1,11 -2,31%* -1,20%* 1989523,0%* 24
Pioneer 30 F 33 6824b 6529 7190 0,78 -0,35 1,14 560630,4 40
DAS 657 6773b 6555 7045 1,26 -0,29 0,97 1724031,0%** 30
Fort 6769b 6534 7057 1,06 -0,47 0,59 2226710,6%* 18
Pioneer 30 K 75 6652¢ 6510 6829 0,58 -0,81 1.4 146852.,6 68
Pioneer 3021 6592¢ 6428 6785 0,45 -0,95 1.4 464123,6 36
Pioneer 30 F 98 6590c 6362 6866 0,92 2,02* 2,947 201759,7 85
2C 599 6553¢ 6380 6769 0,67 -2,85%* -2,17%* 710665,2 47
DAS 766 6552¢ 6489 6655 0,01%#%* 0,3 -0,29 725694,6%* 1
SHS 4060 6543c¢ 6346 6789 0,92 2,47%% 3,39%* 681089,1 67
Pioneer 30 F 80 6522 ¢ 6057 7028 1,87* -1,51 0,36 659384.,9 68
Valent 6516¢ 6075 7068 1,91* -1,09 0,82 248961,7 86
SHS 4080 6470c 6451 6482 0,14* 0,24 0,39 996961,1%* 2
A 3663 6458¢ 6137 6848 1,05 -1,47 -0,41 463962 50
SHS 4040 6443c 6179 6771 1,18 -1,34 -0,15 409452,2 58
DAS 9560 6440c 6273 6648 1,03 -0,22 0,8 1163441,0%* 30
Agromen 3050 6430c 6122 6815 1,23 0,41 1,65 578110,3 60
AS 32 6410c 6405 6417 0,62 -0,2 0,42 1956680,5%* 8
AS 3466 6408c 6357 6396 0,82 0,05 0,87 1218029,5%* 22
SHSA 5050 6402c 6054 6836 1,90* -2,48%* -0,58* 860444,8* 63
Agromen 2012 6399c 6112 6757 1,12 -0,37 0,74 761346,4°% 42
Agromen 35 A 42 6398c 6360 6427 0,33 0,46 0,79 272581,4 27
A 4450 6367¢ 6152 6635 0,82 -0,22 0,6 758293 ,4% 29
AS 3477 6357c¢ 6165 6565 0,86 0,15 1,01 443606,3 47
Balu 178 6355¢ 5940 6873 1,67 -0,11 1,56 450058 55
A 4454 6353¢ 6022 6767 1,73* -1,82% -0,87 692522,1 63
A 4646 6352¢ 6380 6309 0,14* 1,41 1,59 1646720,27%* 12
Agromen 30 A 00 6342¢ 6165 6556 0,86 -0,29 0,57 457602,9 42
Agromen 2011 6327¢ 5942 6805 1,22 2,02% 3,25%%* 473476,4 77
A 2555 6308c 5974 6686 1,1 1,96* 3,07%* 1285027,6 51
Agromen 3180 6293c 6061 6559 1,02 -0,87 0,15 169720,9 71
AS 1533 6260c 5920 6678 1,83* -0,67 1,21 482463,2 75
Agromen 3150 6257¢ 6112 6438 0,55 0,96 1,51 329483,2 50
A 4545 6249c¢ 6268 6226 0,3 -0,65 -0,35 401230,3 11
SHS 5070 6208c¢ 6136 6284 0,54 0,7 1,25 2676842,2%%* 9
SHS 4050 6199¢ 5815 6677 1,36 -0,88 0,48 1560200,2%* 33
Agromen 25 A23 6193c 5984 6437 0,29 2,39* 2,69* 675035,2 51
Agromen 3100 5960c 5811 6145 0,85 1,11 1,96 626756,6 51

*e** significativamente diferente da unidade, para b, e b+b,, e de zero, para b,. Significativamente diferentes de zero, pelo teste F, para s’ .

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, entre si, pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 8. Estimativas dos pardmetros de adaptabilidade e estabilidade de 46 cultivares de milho em oito ambientes do Meio-
Norte brasileiro no ano agricola de 2003/2004.

Produtividade média de graos*

Hibridos Geral Desfavoravel — Favoravel b, b, b+b, s,d R
AG 7000" 7246a 6444 7514 1,19 0,92 2,11 1072318,86** 47
BRS 1001" 7026a 5998 7368 1,72* 0,24 1,96 659582,56 73
BRS 10104 7015a 6066 7332 1,53 0,1 1,64 345757,33 80
DKB 390" 68497 5840 6885 1,08 -0,28 0,8 1559527,77*%* 30
AG 6690 6746b 5711 7090 1,68* 2,64 4,33* 1135493,66%** 66
DKB 747" 6660b 6010 6876 0,91 0,47 1,39 1024886,72%** 34
BRS 3123" 6634b 6201 6779 0,68 -0,34 0,33 407225,68 39
DKB 350" 6577b 5362 6982 2,08 2,23 4,31* 1075365,94 %% 73
BRS 30601 6557b 6095 6711 0,86 -0,6 0,25 1159959,62%* 26
AG 1051% 6470b 5977 6634 0,82 -1,02 -0,2 272740,36 58
DKB 466" 6436b 6080 6559 0,54 1,68 2,22 149001,5 68
AG 4051" 6417b 5749 6640 1,07 -0,79 0,28 973543,50%* 40
AG 75754 6366b 5579 6629 1,22 3.41* 4,64%* 1337300,13%** 53
AG 405" 6159¢ 5441 6398 1,1 2,01 3,12 1005745,70%* 49
AG 2060 6154c 5257 6453 1,51 4,22%%* 5,73%% 554485,08 80
PL 6880" 6143c¢ 5887 6288 0,31* 0,47 0,78 411532,24 15
AG 9010 6133c¢ 5642 6296 0,75 -3,00* -2,25% 796486,08* 37
BRS 22231 6064c 5107 6383 1,79%* -1,54 0,25 751297,60* 71
BRS 3150" 6022¢ 5611 6159 0,83 3,29* 4,12% 2798193,17** 24
DKB 950" 6020c 5575 6168 0,61 -2,17 -1,56* 474680,61 37
BRS 21144 5950d 4928 6291 1,79%* -1,02 0,76 480226,18 79
Colorado 32H 5901d 4868 6245 1,53 2,38 391%* 1549808,58** 54
BRS 21104 5862d 5661 5930 0,44 -0,35 0,09 439858,09 20
CPATC-4 5850d 5440 5987 0,7 0,03 0,74 240429,15 55
CPATC-5 5812d 5270 5992 0,94 -0,95 -0,01 238349,22 68
AL Piratininga 5789d 4559 6166 2,08%* 3,57* -1,48 915321,20%* 73
DKB 900" 5786d 5662 5828 0,22* -0,31 -0,09 33092491 8
Sertanejo 5658e 5319 5770 0,67 0,41 1,08 241857,69 55
Séo Francisco 5557¢ 5086 5714 0,84 0,28 1,12 73659,2 85
Asa Branca 5548e 5311 5620 0,39 0,41 0,8 202642,02 34
AL Alvorada 5493e 4766 5736 1,22 -0,57 0,64 1834715,58** 32
AL Ipiranga 5444¢ 4799 5659 1,14 0,9 2,05 414444 .42 68
Sdo Vicente 5395e 4868 5570 0,93 -0,16 -0,12 255952,02 66
Sintético Dentado 5361e 4898 5516 0,72 2,56 3,28 974699,93%* 39
AL 25 5328e 4666 5649 1,33 0,22 1,55 239557,19 81
AL 30 5315e 4814 5482 1,04 -0,4 0,63 642092,89 49
AL 34 5284e 4846 5429 0,86 0,4 1,27 891416,45* 35
SHS 3031 5273e 5024 5355 0,59 1,61 2,2 473973,9 42
AL Bandeirante 5238e 4751 6401 0,92 -0,54 0,38 375211,4 57
Cruzeta 5005f 4316 5235 1,38 -2,08 -0,7 469101,65 70
BR 106 4917f 4645 5008 0,57 0,01 0,5 500198,89 28
BRS 4150 4818f 4232 5013 1,1 -2,49 -1,38 328019,84 69
Caatingueiro 4661g 3969 4891 1,39 -1,59 -0,19 566290,1 66
Sintético Flint 4628g 4538 4658 0,13%%* -0,62 -0,48 272662,56 6
Sintético Elite Flint4592¢g 4480 4630 0,41 -3,57*%*  -3,16% 771595,94* 34
CMS 47 4421g 4323 4453 0,16%* -2,01 -1,85 310843,02 27

As cultivares cujos nomes sao seguidos das letras H sdo hibridos e os demais sdo variedades. *e** significativamente diferente da
unidade, para b e b+b,, e de zero, para b,. Significativamente diferentes de zero, pelo teste F, para s*>. * Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem, entre si, pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5 % de probabilidade.
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como a Sertanejo, Sdo Francisco, Asa Branca, AL
Alvorada, AL Ipiranga, dentre outras que apresentaram
produtividades médias de graos superiores a média das
variedades, expressaram adaptabilidade ampla
(b =unidade), constituindo-se em opg¢des importantes
para os diferentes sistemas de producdo em execucao na
regido, especialmente, para aqueles sistemas de produgdo
praticados por pequenos e médios produtores rurais.

Conclusoes

1. Os hibridos mostram melhor adaptacdo que as
variedades. Os que expressam adaptabilidade ampla, a
exemplo dos Pioneer 30 F 44, Pioneer 30 F 90, DAS
8480, DAS 8460, AG 7000, BRS 1010, dentre outros,
consubstanciam-se em alternativas importantes para a
agricultura regional.

2. As variedades que mostram adaptabilidade ampla
como a Sertanejo, Sdo Francisco, Asa Branca, AL
Alvorada, AL Ipiranga, dentre outras, t€ém importancia
fundamental para os sistemas de produgdo dos pequenos
e médios produtores rurais.
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ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS NA POPULACAO DE MILHO
CPATC-3 NO NORDESTE BRASILEIRO
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Trés novos ciclos de selegdo entre e dentro de progénies de meios-irmaos foram praticados na populagio de milho CPATC-3,
no Nordeste brasileiro, no periodo de 2002 a 2004, visando obter estimativas de parametros genéticos, para posterior verificagdo
do comportamento da variabilidade genética em relac@o ao peso de espiga. Foram avaliadas 196 progénies de meios-irmaos em cada
ciclo de sele¢@o, em blocos ao acaso com duas repetigdes, realizando-se as recombinagdes das progénies selecionadas dentro do
mesmo ano agricola, de modo a obter um ciclo/ano. A variabilidade genética foi reduzida do ciclo II para o ciclo IV, mantendo-se
constante no ciclo V. O ganho médio estimado por ciclo de selegdo foi de 12,74% para o peso de espiga. A possibilidade de ganho
em peso de espiga com a selecdo, a alta variabilidade genética apresentada pela populacio e as elevadas médias de produtividade
das progénies indicam o grande potencial dessa populagio na continuidade do programa de melhoramento de milho.

Palavras-chave: Zea mays L., progénies de meios-irmaos, variabilidade genética, melhoramento de plantas.

Estimates of Genetic Parameters for ‘CPATC-3’ Maize Population in Northeast Region

of Brazil. Three new selection cycles of half-sib progenies of ‘CPATC-3’ maize were carried out from 2002 to 2004, in
Northeast region of Brazil, aiming to determine estimates of genetic parameters as indicators of genetic variability for ear weight.
It was evaluated 196 half-sib progenies in each selection cycle, using a randomized complete block design with two replications.
The selected progenies were recombined in the same agricultural year in order to test one cycle per year. It was observed that the
genetic variability was reduced from cycle II through cycle IV, but remained constant for cycle V. The estimated average gain per
cycle was 12.74% of ear weight. The possibility of gain for ear weight with the selection, with the high genetic variability of the
population, and with the high productivity averages of the progenies indicate the great genetic potential of this population for
continuing the breeding program of maize.

Key words: Zea mays L., half-sib progenies, genetic variability, plant breeding.
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Introducao

O milho, no Nordeste brasileiro, € cultivado em cerca
de trés milhoes de hectares, classificando-se entre os
produtos agricolas de importincia para a regido, em razao
de sua participagdo na formacao da renda agricola, na
ocupagdo de parcelas considerdveis da populagdo rural,
pela sua contribuicio na alimenta¢do humana e animal,
onde entra como componente basico.

A produtividade de milho na regido é baixa, em
decorréncia de sistemas de produ¢do que utilizam pouca
ou nenhuma tecnologia de produg¢do, caracteristicas dos
pequenos e médios produtores rurais, das irregularidades
climaticas, que provocam muitas vezes as frustracdes
de safras, da insuficiéncia de sementes selecionadas, de
variedades melhoradas, dentre outras.

Existe, portanto, um grande mercado para variedades
de milho no Nordeste brasileiro, as quais podem ser
utilizadas nos diferentes sistemas de producdo vigentes
nas diferentes condi¢des ambientais dessa ampla regido,
0 que justifica a prioridade de se obter e difundir
variedades de milho de melhor adaptacio.

Sabe-se, no entanto, que uma das condigdes
necessdrias para alcancar sucesso com o melhoramento
é a presenga de variabilidade genética na populacdo. Para
deteccdo dessa variabilidade, tem sido utilizado com
sucesso o método de selec@o entre e dentro de progénies
de meios-irmaos (Paterniani, 1967). Esse método tem
sido bastante usado no Brasil e no exterior e a sua grande
vantagem € a possibilidade de obten¢do da variancia
genética aditiva, tendo em vista os valiosos subsidios que
fornece ao melhorista, uma vez que permite verificar
quais as chances de &xito na sele¢do, e quais as alteracdes
que podem ocorrer na variabilidade genética, no decorrer
de sucessivos ciclos de selecdo.

Trabalhos norte-americanos (Webel & Lonquist, 1967
Sentz, 1971; Compton & Bahadur, 1977) e brasileiros
(Paterniani, 1968; Segdvia, 1976; Sawazaki, 1979;
Pacheco, 1987; Carvalho et al., 2000a, 2000b, 2002 e
2003b) mostram a existéncia da variabilidade genética
ap0s sucessivos ciclos de sele¢do, e a presenca de ganhos
continuos com o uso deste método.

O objetivo deste trabalho foi obter estimativas dos
parametros genéticos da variedade de milho CPATC-3,
submetidos a trés ciclos de selecdo entre e dentro de
progénies de meios-irmaos, no Nordeste brasileiro.

Material e Métodos

Ap6s realizagdo dos ciclos original, I e II de selecdo
entre e dentro de progénies de meios-irmaos na variedade
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CPATC-3 (Carvalho et al., 2003a), foi obtido, de um
campo de recombinacio, 196 progénies de meios-irmaos,
com base em boas caracteristicas agrondmicas de altura
de planta e de espiga, resisténcia a0 acamamento e
quebranto do colmo, prolificidade, empalhamento, tipo e
coloragdo de graos e disposi¢@o das fileiras na espiga. A
seguir, foram realizados mais trés ciclos de sele¢ao entre
e dentro de progénies de meios-irmaos, no decorrer dos
anos agricolas de 2002 (ciclo III, em Nossa Senhora das
Dores), 2003 (ciclo IV em Nossa Senhora das Dores e
Simao Dias) e 2004 (ciclo V, em Nossa Senhora das Dores).

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos
ao acaso, com duas repeti¢des. Cada parcela constou de
uma fileira de 5,0 m de comprimento, espacadas de 0,80m
e 0,40m entre covas dentro das fileiras. Foram colocadas
trés sementes por cova, deixando-se apds o desbaste,
duas plantas por cova. Apés a realizag¢do dos ensaios, foi
praticada uma intensidade de selecdo de 10 % entre
progénies. As progénies selecionadas foram recombinadas
em lote isolado por despendoamento, onde foram
selecionadas 196 novas progénies, correspondendo a
intensidade de sele¢do de 10% dentro de progénies, no
mesmo ano agricola. Todos os ensaios e campos de
recombinagdo receberam adubacio de N e P, usando-se
80 kg/ha de N e 100 kg/ha de PO, nas formas de uréia
e superfosfato simples. Todo o fésforo e 1/3 do N foram
aplicados por ocasido do plantio no fundo dos sulcos, e
o restante do N, foi aplicado em cobertura, na quarta
semana apo6s o plantio. Na colheita foi tomado o peso de
espigas de progénie, o qual foi ajustado para 15% de
umidade. Nao foi feita a correcdo para o estande em
razdo de as parcelas mostrarem niimero final de plantas
bem préximo do ideal. Foi realizada, inicialmente, a andlise
de variancia por local, obedecendo ao modelo em blocos
ao acaso. Posteriormente, foi feita analise de variancia
conjunta, obedecendo ao critério de homogeneidade dos
quadrados médios residuais. Os quadrados médios das
andlises de variancia conjuntas foram ajustados para o
nivel de individuos, obtendo-se, assim, todas as
estimativas nesse nivel e expressas em (g/planta)?,
conforme Vencovsky (1978). As estimativas da varidncia
aditiva (67,), da variancia fenotipica nas préprias plantas
(0°,) e entre médias de progénies (6°,), dos coeficientes
de herdabilidade no sentido restrito nas médias de
progénies (h’ ) e de plantas (h*) foram obtidas pelas
seguintes expressdes (Vencovsky & Barriga, 1992).

(%)= 4 (%)

(6’)= 0+ 0> + &’ + 5,

(0°p)= o’+ o’ /r+ &% /nr,

h? G2p/(G2F) e,

h’= 6’ /0.



Parametros genéticos de milho CPATC-3

O indice de variacdo b foi determinado pela relagdo
CVg/Cve, em que CVg= coeficiente de variacdo
genotipica, e 0 CVe € o coeficiente ambiental.

O progresso esperado, quando se utiliza a selegio entre
e dentro de progénies de meios-irmaos, dentro do mesmo
ano agricola , foi estimado pela férmula:

Gs =K. Gzp//(GzF) +K,. (3/8) 6°,/6%, em que,

K: diferencial de sele¢do estandardizado, que depen-
de daintensidade de sele¢do entre progénies = 10 % (1,755);

K, : diferencial de sele¢do estandardizado, que depende da
intensidade de sele¢io dentro de progénies = 10 % (1,755);

G, : desvio-padrio fenotipico dentro de progénies de
meios-irmaos .

Para cdlculo dos ganhos considerou-se 6%, = 1067,
(Gardner, 1961).
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Resultados e Discussao

Os resultados das andlises de variincia apresentaram
diferencas significativas (p<0,01) entre as progénies, em
todos os ciclos de selecdo, o que evidencia a presenca de
variabilidade genética entre elas, quanto ao peso de espigas
(Tabela 1). Esse fato, e o bom desempenho produtivo
das progénies (Tabela 2), expressam a possibilidade de
sucesso na selecdo. Foi observado, também, no ciclo IV
de selecdo, efeito significativo da interacido progénies x
ambientes, o0 que mostra o comportamento diferenciado
das progénies em face das oscilagdes ambientais. A
importancia dessa interacao progénies x ambientes vem
sendo verificada em trabalhos correlatos de melhoramento
no Nordeste brasileiro, conforme destacam Carvalho et
al.; (2000a, 2002 e 2003b). Os coeficientes de variagdo
obtidos oscilaram de 12,54% a 15,86% e conferiram boa

Tabela 1 - Quadrados médios das andlises de varidncia conjunta de pesos de espigas, em (g/planta)’, médias de
produtividades (g/planta) e coeficientes de variagéo (%), nos ciclos III, IV e V da populagido de milho CPATC-3, no

Nordeste brasileiro, de 2002 a 2004.

Quadrados médios

Fonte de variacdo Graus de liberdade

Ciclo III Ciclo IV CicloV
Progénies 195 1039,14%* 649,56%** 518,31%%*
Progeénies x locais 195 - 568,41%%* -
Erro médio 390 - 315,82 -
Erro 195 399,24 - 415,32
Média 159,30 112,04 142,28
C.V.(%) 12,54 15,86 14,32

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2 - Produtividade média da testemunha BR 106 e das progénies de milho avaliadas e selecionadas da populacéo
CPATC-3 nos ciclos de selecdo III, IV e V, porcentagens médias das progénies avaliadas e selecionadas em relagdo a

testemunha. Nordeste brasileiro, 2002 a 2004.

Ciclo Material Produtividade média Percentagem em relacdo
(kg/ha) a testemunha

11 BR 106 8120 100
Progénies avaliadas 9120 112
Progeénies selecionadas 11168 137
Amplitude de variagdo 4795 a 12677

v BR 106 5857 100
Progénies avaliadas 6448 110
Progeénies selecionadas 7657 131
Amplitude de variagdo 4432 a 8179

v BR 106 6579 100
Progénies avaliadas 7452 113
Progeénies selecionadas 8801 134
Amplitude de variagdo 5075 a 9375
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precisdo aos ensaios, conforme critérios adotados por
Scapim et al., (1995), o que € bastante desejdvel, porque
torna possivel a obtenc¢do de melhor resposta a selecao.

As progénies avaliadas apresentaram produtividade
média de 7.382 kg/ha de espigas, o que evidencia boa
adaptacdo da variedade CPATC-3 na regido (Tabela 2).
Essas progénies produziram +12%, +10% e +13%, em
relagdo a variedade testemunha BR106, nos ciclos I1I,
IV e V, respectivamente. Nesses respectivos ciclos, as
progénies selecionadas superaram a testemunha BR 106
em 37%, 31% e 34%.

As estimativas dos pardmetros genéticos das
populacdes-base nos ciclos IIl e V foram obtidas em um
s6 ambiente, estando, portanto, influenciadas pela
interagdo progénies x ambientes. Hallauer & Miranda Filho
(1988) ressaltam que a avaliagdo de progénies em mais
de um ambiente melhora a eficiéncia do processo seletivo
e permite a obtencdo de estimativas mais consistentes
dos componentes da variancia. As magnitudes dessas
estimativas (Tabela 3) mostraram queda da variabilidade
genética do ciclo III para o ciclo IV, sendo essa reducgdo
significativa, em razdo das avalia¢des das progénies do
ciclo IV terem sido realizadas em dois ambientes, ficando
menos influenciadas pela interacao progénies x ambientes.
Decréscimos da variabilidade no decorrer de ciclos de
sele¢do tém sido destacados por diversos autores em
trabalhos envolvendo progénies de meios-irmaos (Santos
& Naspolini Filho, 1986; Carvalho et al., 2002 e 2003b).
Do ciclo IV para o ciclo V foi observado pequeno
acréscimo da variabilidade. Incrementos na variabilidade
genética no decorrer de ciclos de selecdo tém sido
descritos por Segévia (1976) e Sawazaki (1979). Para o
primeiro autor, o acréscimo da variabilidade observado a

partir do ciclo IV de sele¢do com a variedade Centralmex
pode ter ocorrido principalmente em razdo do maior
nimero de progénies selecionadas em cada ciclo, e a
modalidade de selecdo entre e dentro de progénies de
meios-irmaos, que foi de um ciclo a cada dois anos. Para
Sawazaki (1979), os incrementos registrados nos ciclos
XI, XII e XIII, com progénies da variedade IAC-Maia,
deveu-se a introdugdo de algumas linhagens. No entanto,
supde-se que o acréscimo verificado no ciclo VII com a
IAC-Maia foi causado pela liberagdo de razodvel
quantidade de variabilidade potencial. No presente
trabalho, supde-se que o acréscimo ocorrido do ciclo IV
para o ciclo V com a variedade CPATC-3 tenha ocorrido
em conseqiiéncia da liberag¢do de parte da variabilidade
genética potencial, a exemplo do constatado por Carvalho
et al., (2000), com a populagdo CMS 453, do ciclo I para
o ciclo II e com a populagdo CMS 35 (Carvalho et al.,
2002), do ciclo II para o ciclo IIL

As estimativas da variancia genética entre progénies
foram coerentes com as registradas por Carvalho et al.,
(1998, 2000a e 2003b) e estdo dentro do limite do
levantamento realizado por Ramalho (1977), envolvendo
diversas populacdes de milho brasileiras e, expressam a
variabilidade genética presente na variedade CPATC-3.
Verificou-se, também, que a variacdo detectada na
varidncia genética aditiva acompanhou a variagdo
mostrada para a varidncia genética entre progénies. As
redugdes nas estimativas dessa variancia nos ciclos IV e
V ja eram esperadas em razdo da exploragdo da
variabilidade livre no ciclo inicial, conforme ressaltam
Webel & Lonquist (1967) e Paterniani (1967 e 1968).
Segundo Paterniani (1968) € de interesse que a variancia
genética aditiva permanega tao alta quanto possivel, para

Tabela 3 - Estimativas dos pardmetros genéticos do cardter peso de espigas (g/planta)® da populagdo

CPATC-3. Nordeste brasileiro, 2002 a 2004.

Parametros genéticos Ciclo IIT Ciclo IV Ciclo V
sz (g/planta)? 319,95 40,57 51,49
GA2 (g/planta)® 1279,00 162,28 205,96
prlz (g/planta)’ - 126,29 -

h * 61,58 24,98 19,86
h? 37,98 6,26 6,66
C.V, (%) 11,22 5,68 5,04
B 0,90 0,35 0,35
Gs entre (g/planta) 24,64 5,58 5,60
Gs entre (%) 15,46 4,98 3,93
Gs dentro (g/planta) 16,02 2,28 2,55
Gs dentro (%) 10,04 2,03 1,79
Gs total (%) 25,50 7,01 5,72

G? : varifincia genética entre progénies; 62, :varidncia genética aditiva;
p A

o

pxl

: variancia da interagdo progénies x locais; h? : coeficiente de herdabilidade no sentido restrito considerando as médias de

progénies; h? : coeficiente de herdabilidade no sentido restrito considerando o individuo; C.V.g: coeficiente de variagdo genético; b:
indice de variacdo; Gs: ganhos entre e dentro de progénies de meios-irmaos; Gs: ganho total por ciclo /ano.
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permitir a obtencdo de ganhos substanciais por sele¢do.
De acordo com o referido autor, esse método de selecao
reduz muito essa variancia, sobretudo, no primeiro ciclo
de selecdo, apesar de mesmo ocorrendo reducio, terem
sido observados ganhos satisfatérios, a exemplo dos
relatados por Pacheco, (1987), Santos & Naspolini Filho
(1986) e Carvalho et al., (2000b e 2003b).

Os valores dos coeficientes de herdabilidade no
sentido restrito com média de progénies de meios-irmaos
(h* ) superaram as obtidas nas proprias plantas (h*), em
todos os ciclos de sele¢do (Tabela 3). Esse fato indica
que a variacdo genética existente entre individuos meios-
irmaos € grande em relacdo a variancia fenotipica, o que
esta de acordo com os relatos de Santos et al, (1998) e
Carvalho et al., (2002 e 2003a), sendo os valores mais
altos encontrados quando a sele¢do foi realizada em um
s6 ambiente. Os valores dos coeficientes de variagdo
genéticos mostraram que as progénies dos ciclos III, IV
e V apresentaram variabilidade. Os coeficientes b
retrataram condi¢do mais favordvel para a selecdo no
ambito local. A finalidade principal do indice b, segundo
Vencovsky (1987), € indicar se determinado material,
numa dada fase de avaliagc@o, se presta a selecdo. De
acordo com o autor, uma situa¢io mais favordvel para a
selecdo de progénies de milho € quando a estimativa de b
apresenta valor préximo ou superior a unidade.

Os ganhos estimados com a selecdo entre e dentro de
progénies de meios-irmados foram de 15,46% e 10,04%,
totalizando 25,50%, no ciclo III; 4,98% e 2,03%,
totalizando 7,01, no cicloIV € 3,93% e 1,79%, totalizando
5,72%, no ciclo V, com média de 12,74%, por ciclo/ano e
da mesma magnitude que os ganhos registrados por Carvalho
et al., (2002, 2003a e 2003b). Tais resultados confirmam o
potencial genético da variedade CPATC-3 em responder a
sele¢@o para aumento da produtividade de espigas.

Conclusao

As médias de produtividades de espigas e as
magnitudes dos pardmetros genéticos das progénies
evidenciam que a populacdo CPATC-3 detém alta
variabilidade genética.
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Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, permaneceu confinado a regido amazonica até 1989,
quando foi assinalado pela primeira vez no sul da Bahia. Em fun¢do das condigdes ambientais favoraveis disseminou-se, rapidamente,
ja estando presente em todos os municipios. Visando conhecer a diversidade genética do fungo na regido cacaueira da Bahia, foram
efetuadas amostragens, coletas e isolamentos de materiais infectados nos diferentes agrossistemas produtores de cacau, ficando
estabelecida uma colecdo de 629 isolados. O presente trabalho apresenta resultados de estudos de compatibilidade somdtica entre 135
deles. Na realizac@o dos testes, discos de micélio foram pareados em placas de petri contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA),
a uma distancia de dois centimetros um do outro, obedecendo a um arranjo 4 x 4, o que permitiu a avaliagdo simultanea de 16
combinagdes de isolados numa mesma placa. As andlises revelaram a existéncia de, pelo menos, trés grupos de compatibilidade,
denominados aleatoriamente de A, B, e C. Do conjunto de isolados testados, 67 pertenciam ao grupo A, 66 ao grupo B, e 2 ao grupo
C. Ao se analisar os dados por agrossistema foi observada a seguinte distribuicido: Agrossistema Almada: 64,52% grupo A e 34,48%
grupo B; Agrossistema Camaca: 90% grupo A e 10% grupo B; Agrossistema Canavieiras: 75% grupo A e 25% grupo B; Agrossistema
Caravelas: 50% grupo A e 50% grupo B; Agrossistema Ibicui: 62,5% grupo A e 37,50% grupo B; Agrossistema Ipiau: 23,53% grupo
A,70,59% grupo B e 5,88% grupo C; Agrossistema Itamaraji: 100% grupo A; Agrossistema Jiquirica: 30% grupo Ae 70% grupo B;
Agrossistema Medeiros Neto: 100% grupo A; Agrossistema Porto Seguro: 100% grupo A; Agrossistema Recdncavo: 57,14% grupo
A e 42,86 grupo B; Agrossistema Valenca: 22,22% grupo A, 75% grupo B e 2,78% grupo C. Quando se efetuou a andlise, por
municipio, observou-se a predominancia do grupo A em localidades situadas mais ao sul da regido cacaueira, tomando como referéncia
os municipios de Ilhéus e Itabuna, enquanto o grupo B esteve mais presente naquelas situadas ao norte. O grupo C, por sua vez,
s6 foi encontrado em dois municipios ao norte: Valenca e Jequié, cada um com um isolado.

Palavras-chave: Theobroma cacao, vassoura-de-bruxa, agrossistemas, variabilidade.

Somatic compatibility among isolates of Crinipellis perniciosa from the cacao-growing
region of Bahia, Brazil. Crinipellis perniciosa, the causal agent of witches’ broom disease of cacao, remained confined to the
Amazonian basin until 1989, when it was registered, for the first time, in the main cocoa growing region of Brazil, the southern of Bahia.
As a consequence of the favorable environmental conditions, the fungus disseminated quickly, being already present basically in all the
counties of the region. In order to study the genetic diversity of the fungus in the region, sampling and isolations were performed using
infected materials obtained from the different cacao growing agro-systems of the southern Bahia, resulting in an initial collection of 629
isolates. The work reported here presents results on the somatic compatibility on a set of 135 isolates. In the assay’s accomplishment,
5-mm-diameter disks were taken from the margins of 8- to 10-day-old colonies grown on potato-dextrose-agar (PDA) and placed 2,0 cm
apart in a 4 x 4 grid pattern, in 100-mm-diameter petri dishes containing PDA, so that, 16 combinations of isolates could be examined,
simultaneously, in the same plate. The results of the assays have shown the existence of, at least, three groups of somatic compatibility:
A, B, and C. Out of the 135 isolates evaluated, 67 belonged to the group A, 66 to the group B, and 2 to the group C. When an analysis
by agro-system was performed, the following distribution of the isolates for each group was observed: Almada agro-system: 64.52%
belonged to group A and 34.48% to the group B; Camaca agro-system: 90% belonged to the group A and 10% to the group B; Canavieiras
agro-system: 75% belonged to the group A and 25% to the group B; Caravelas agro-system: 50% belonged to the group A and 50% to
the group B; Ibicui agro-system: 62.5% belonged to the group A and 37.50% to the group B; Ipiau agro-system: 23.53% belonged to the
group A, 70.59% to the group B and 5.88% to the group C; Itamaraju agro-system: 100% belonged to the group A; Jiquirica agro-system:
30% belonged to the group A and 70% to the group B; Medeiros Neto agro-system: 100% belonged to the group A; Porto Seguro agro-
system: 100% belonged to the group A; Reconcavo agro-system: 57.14% belonged to the group A and 42.86 to the group B; Valenca agro-
system: 22.22% belonged to the group A, 75% to the group B and 2.78% to the group C. Similarly, the analysis by municipality has
shown the predominance of the group A in localities at the southern of the region, taking as reference the counties of Ilheus and Itabuna,
while the group B was predominant in those locations at the northern part. The group C, on the other hand, was only found in two
localities in the northern region: the municipalities of Valen¢a and Jequie, each one having one isolate.

Key words: Theobroma cacao, witches’ broom disease, agro-systems, variability.
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Introducao

A vassoura-de-bruxa (VB) é uma das mais importantes
doencas do cacaueiro (Theobroma cacao L.) causando
perdas expressivas na produ¢do em algumas situa¢des
(Evans, 1981; Evans & Bastos, 1981; Bastos, 1988). No
Brasil, a doenga esteve confinada a bacia Amazonica até
1989, quando foi assinalada, pela primeira vez, na regido
sul da Bahia (Pereira et al., 1989). Ao encontrar
condi¢des favordveis disseminou-se, rapidamente,
atingindo em pouco tempo todos os municipios, estando
presente, inclusive, no estado do Espirito Santo.

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, seu agente
causal, ¢ um fungo da classe dos Basidiomicetos, familia
Tricholomataceae, que apresenta ciclo de vida dividido
em duas fases: a parasitica ou biotréfica que € constituida
pelo micélio monocaridtico, sem grampos de conexao,
com crescimento intercelular e didmetro mais espesso
(4 - 20 mm) que o da fase saprofitica (1,5 - 3,0 mm),
que ao contrdrio, possui grampos de conexdo podendo
crescer tanto inter- quanto intracelularmente (Evans,
1980, 1981; McGeary & Wheeler, 1988).

Diversidade genética entre populag¢des do fungo tem
sido detectada através de critérios morfoldgicos,
fisiologicos, bioquimicos, testes de compatibilidade
somadtica, ou ainda com base nos sintomas apresentados
por cultivares de cacau e outras espécies de Theobroma
(Wheeler & Mepsted, 1982; Andebrhan & Almeida, 1984;
Andebrhan, 1985, 1988; Andebrhan & Bastos, 1985;
Hedger et al., 1987; Wheeler & Mepsted, 1988; Bastos
et al., 1988; McGeary & Wheeler, 1988; Oliveira & Luz,
2005). Mesmo em relacdo a patogenicidade tem sido
observada variacdo entre populacgdes do fungo, até quando
isolados origindrios do proprio cacaueiro sdo comparados
(Bartley, 1977; Evans, 1978; Evans & Bastos, 1980;
Andebrhan & Fonseca, 1982; Wheeler & Mepsted, 1982,
1988; Rocha, 1983; Bastos & Evans, 1985; Bastos, 1986).

Métodos moleculares, como as andlises de RAPD
(random amplified polymorphic DNA) (Andebrhan &
Furtek, 1994; Andebrhan ez al., 1999), RFLP (restriction
fragment length polymorphism) (Gebhardt & Salamini,
1992), PCR de DNA repetitivo (Jarret et al., 1993;
Khashnobish & Shearer, 1996), além de isoenzimas
(Yamada & Oliveira, 2000; Oliveira et al., 2003b) tem
sido utilizados, com freqiiéncia, na identificacdo de
variantes genéticos na espécie. Eletroforese em gel de
amido de isoenzimas é uma técnica amplamente
empregada na determinag¢@o de variabilidade entre locos
de enzimas, principalmente, na deteccio de polimorfismo
genético em plantas e em uma gama de microorganismos,
embora, pouco utilizada com o fungo C. perniciosa
(Andebrhan & Furtek, 1994), apesar de Oliveira et al.
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(2003b) terem mostrado, recentemente, sua utilidade na
deteccao de variacdo entre populacdes do fungo presentes
no sul da Bahia.

Variabilidade genética ja foi detectada, inclusive, com
base no circulo de hospedeiros, tendo sido reconhecido
quatro bidtipos do fungo: biétipo-C, ocorrendo em
espécies dos géneros Theobroma e Herrania; biétipo-S,
em solandceas; bidtipo-L, em liana (Entada gigas (L.)
Falc. & Rendle e Arrabidaea verrucosa (Familia
Bignoniaceae) podendo ainda colonizar, de forma
saprofitica, uma variedade de substratos; e bidtipo-B,
infectando Bixa orellana (Baker & Holliday, 1957;
Thorold, 1975; Evans, 1978; Bastos & Evans, 1985;
Bastos & Andebrhan, 1986; Hedger et al., 1987; Bastos
et al., 1988; Griffith, 1989).

Com o objetivo de estudar a variabilidade do fungo C.
perniciosa na regido sul da Bahia, foram efetuadas
amostragens representativas dos diferentes agrossistemas
produtores de cacau, ficando estabelecida uma colec¢do
inicial de 629 isolados. O presente trabalho apresenta
resultados dos estudos de compatibilidade somadtica entre
135 deles, mostrando a utilidade da técnica como uma
ferramenta adicional na deteccdo de diferencas
intraespecificas entre populagdes do fungo, a fim de
fornecer subsidio aos programas de melhoramento
genético do cacaueiro visando resisténcia a vassoura-
de-bruxa. Parte deste trabalho foi publicada previamente
(Oliveira et al., 2003a).

Material e Métodos

Visando o estabelecimento de uma cole¢do de
isolados do fungo C. perniciosa que fosse representativa
dos diferentes agrossistemas produtores de cacau do
sul da Bahia, foram realizadas amostragens, coletas e
isolamentos em meio de batata-dextrose-agar (BDA),
utilizando-se frutos infectados e vassoura vegetativas,
provenientes dos principais municipios produtores,
com a finalidade de estudar a diversidade genética do
fungo na regido.

Durante as coletas procurou-se adotar padrdes de
amostragens que levassem em considera¢do a importincia
do municipio como produtor de cacau na defini¢do do
nimero de amostras e fazendas a serem amostradas.
Assim, as coletas foram distribuidas por propriedades
situadas em pontos, os mais eqiiidistantes e estratégicos
possiveis, considerando-se a maior ou menor importancia
da micro-regido como produtora de cacau no municipio.

Em fun¢@o do grande nimero de isolados obtidos,
639, houve necessidade de se estabelecer uma sub
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cole¢do de trabalho, constituida de 135 individuos, que
mantivesse a representatividade dos diversos municipios
e agrossistemas.

Na realizagdo dos ensaios, discos de micélio de trés
milimetros de diametro, obtidos das margens de coldnias
com oito a dez dias de crescimento em meio de BDA,
foram pareados em placas de petri contendo o mesmo
meio de cultura, a uma distancia de dois centimetros
um do outro e obedecendo a um arranjo 4 x 4, o que
permitiu a avaliacdo simultanea de 16 combinacdes de
isolados por placa.

Apo6s a inoculacdo as placas foram seladas com
Parafilm®, a fim de se evitar dessecamento, e incubadas
a 25 % C, no escuro, até que as coldnias entrassem em
contato e que fosse possivel a visualizac¢do de reacdes de
antagonismo entre elas. Cada ensaio foi repetido pelo
menos uma vez.

Na caracterizagdo das reacdes entre as diferentes
combinacdes de isolados e visando a gerag¢do de matrizes
de dados para a andlise, foram considerados os seguintes
critérios de avaliacdo: para as rea¢des de compatibilidade
envolvendo o crescimento micelial sem qualquer tipo de
antagonismo entre eles, adotou-se o valor 1 (um),
enquanto naquelas de incompatibilidade com a formagao
de linhas de precipitac@o e de outras formas de
antagonismo, como paralisacdo no crescimento sem o
contato entre isolados, o valor O (zero). Os resultados
foram analisados e os isolados ordenados em grupos
utilizando-se o programa estatistico SAS.

Resultados e Discussao

Matrizes de dados correspondentes aos trés ensaios
envolvendo todas as combinagdes possiveis entre os 135
isolados avaliados foram geradas e utilizadas nas analises.
A indicac¢do de antagonismo mutuo entre eles foi
caracterizada pelo surgimento de linhas de precipitagdo
entre as colonias, muitas vezes associada ao aparecimento
de pigmentacdo escura. Outras vezes, no entanto, s6 a
paralisac@o no crescimento era observada, sem que se
notasse qualquer outra reagcdo de antagonismo. A despeito
de em algumas situagdes terem sido constatadas
inconsisténcias, trés grupos de compatibilidade puderam
ser caracterizados analisando-se todo o conjunto de
isolados. Tais grupos foram denominados, aleatoriamente,
de grupos A, B e C. Individuos pertencentes a cada grupo
eram caracterizados por apresentar reacdes de
compatibilidade entre si, mas de incompatibilidade com
os dos outros dois grupos. Do total de individuos
avaliados, 67 pertenciam ao grupo A, 66 ao grupo B e 2
ao grupo C (Tabela 1). A existéncia de diferentes gendtipos

em populacdes de espécies de fungos basidiomicetos,
que podem ser detectados através de testes de
compatibilidade somadtica, ¢ bem conhecida (Todd &
Rayner, 1980; Lane, 1981, McGeary & Wheeler, 1988).
Wheeler e Mepsted (1982) utilizando essa técnica
demonstraram a existéncia de gendtipos diferentes em
populacdes de C. perniciosa origindrias de paises da
América do Sul e Caribe que podiam ser separadas
também geograficamente.

Ao se efetuar a andlise dos dados por agrossistema
foi observada a seguinte distribuicdo em termos de
prevaléncia para os trés grupos de compatibilidade (Tabela
2): Agrossistema Almada: 64,52% pertenciam ao grupo
Ae 34,48% grupo B; Agrossistema Camaca: 90% grupo
Ae 10% grupo B; Agrossistema Canavieiras: 75% grupo
Ae 25% grupo B; Agrossistema Caravelas: 50% grupo A
e 50% grupo B; Agrossistema Ibicui: 62,50% grupo A e
37,50% grupo B; Agrossistema Ipiad: 23,53% grupo A,
70,59% grupo B e 5,88% grupo C; Agrossistema
Itamaraji: 100% grupo A; Agrossistema Jiquiri¢d: 30%
grupo A e 70% grupo B; Agrossistema Medeiros Neto:
100% grupo A; Agrossistema Porto Seguro: 100% grupo
A; Agrossistema Recdncavo: 57,14% grupo A e 42,86
grupo B; Agrossistema Valenca: 22,22% grupo A, 75%
grupo B e 2,78% grupo C.

Na Tabela 3 sdo apresentados resultados de uma
andlise similar levando-se em consideragao a distribui¢do
dos grupos de compatibilidade por municipio. De um
modo geral, apesar do nimero de isolados por municipio
ter sido baixo, os trés grupos apresentaram a seguinte
distribuicdo: grupo A, compreendendo individuos
oriundos, com poucas excecdes, de municipios
localizados ao sul da regido cacaueira da Bahia, tomando
como referencial os municipios de Ilhéus e Itabuna; o
grupo B constituido, predominantemente, por isolados
provenientes da regido mais ao norte; e o grupo C,
representado por apenas dois isolados, ficou restrito aos
municipios de Valenca e Jequié, situados também mais
ao norte da regido (Figura 1).

Os resultados obtidos neste trabalho embora de dificil
correlagdo com aqueles relatados na literatura utilizando-
se outros critérios, guardam alguma semelhanca com os
descritos por Andebrhan et al. (1999) empregando a
andlise de RAPD. Estudando um total de 46 isolados,
provenientes da regido cacaueira da Bahia, os autores
distinguiram dois grupos principais: o grupo G1,
constituido por individuos procedentes de dreas mais ao
sul, e o grupo G2, por isolados oriundos de dreas ao
norte da regido. A semelhanca das conclusdes tiradas
por McGerary e Wheeler (1988), os resultados aqui
obtidos vém demonstrar, mais uma vez, a utilidade dos
testes de compatibilidade na caracterizagao da diversidade
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Tabela 1. Resultados dos testes entre isolados de Crinipellis perniciosa ordenados por grupos de compatibilidade

Isolado Agossistema Municipio Gupo de copatibilidade Tipo de tecido?
600 Almada Sao José da Vitdria A \%
606 Almada Itabuna A \%
607 Almada Buerarema A F
612 Almada Ilhéus A F
613 Almada Itabuna A \'%
614 Almada Lomanto Junior A F
619 Almada Itabuna A \'%
620 Almada Itabuna A F
623 Almada Coaraci A F
626 Almada Coaraci A F
631 Almada Ibicarai A F
634 Almada Ibicarai A F
655 Almada Uruguca A F
664 Camaca Arataca A \%
675 Almada Floresta Azul A \'%
679 Almada Floresta Azul A \'%
680 Almada Floresta Azul A F
696 Camaca Camaca A F
699 Camaca Camaca A \%
700 Camaca Camaca A F
703 Medeiros Neto Itahem A \'%
719 Camaca Pau Brasil A \'%
723 Camaca Pau Brasil A \'%
730 Almada Ilhéus A F
734 Almada Ilhéus A F
750 Almada Ilhéus A F
781 Ibucui Itororo A \'%
788 Ibicui Caatiba A F
796 Ibucui Ibucui A F
805 Camaca Santa Luzia A \'%
823 Camaca Mascote A \'%
824 Camaca Mascote A F
834 Ipiad Barra do Rocha A F
847 Ipiad Itagi A v
871 Ipiad Ibirataia A v
892 Ipiad Ipiad A F
938 Canavieiras Belmonte A F
973 Jiquiriga Wenceslau Guimardes A v
1010 Valenca Taperod A F
1020 Valenca Itubera A F
1040 Valenca Camamu A F
1060 Valenca Camamu A F
1065 Porto Seguro Porto Seguro A \Y
1067 Porto Seguro Eunapolis A \Y
1068 Porto Seguro Eunapolis A F
1073 Canavieiras Canavieiras A \'%
1084 Canavieiras Canavieiras A F
1085 Valenca Una A \Y
1086 Valenca Una A F
1111 Ibicui Santa Cruz da Vitéria A \'%
1115 Ibicui Potiragua A v
1139 Valenca Marad A \Y
1150 Valenca Itacaré A F
1159 Jiquiri¢a Ubaira A v
1163 Jiquiri¢a Cravolancia A v
1171 Recdncavo Santo Antonio de Jesus A \'%
1181 Recdncavo Santo Amaro A \'%
1182 Recdncavo Santo Amaro A F
1187 Caravelas Nova Vicosa A v
1192 Almada Itabuna A F
1209 Itamaraji Itmaraju A v
1210 Itamaraji Itamaraji A F
1215 Itamaraji Jucurucd A v
1216 Itamaraji Jucurucd A F
1217 Itamaraji Guaratinga A v
1222 Porto Seguro Cabralia A F
1304 Recdncavo Nazaré das Farinhas A F

2V = Vassouras; F= Frutos.
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Isolado Agrossistema Municipio Grupo de copatibilidade Tipo de tecido *
625 Almada Almadina B \Y
635 Almada Itajuipe B \%
641 Almada Itajuipe B v
652 Almada Uruguca B A%
653 Almada Uruguca B F
658 Almada Uruguca B \%
659 Almada Uruguca B A%
681 Almada Almadina B \%
733 Almada I1héus B \%
763 Ibucui Itapitanga B A%
764 Ibicui Itaptanga B F
772 Almada Ilhéus B F
800 Camaca Santa Luzia B F
826 Ipiad Gongogi B F
840 Ipiad Ibiraptanga B F
851 Ipiad Jitauna B A%
866 Ipiad Ibirataia B F
881 Ipiad Nova Ibid B \%
882 Ipiad Nova Ibid B F
893 Canavieiras Belmonte B v
895 Jiquiriga Jiquiri¢a B v
896 Jiquiri¢a Jaguaqura B F
910 Ipiad Aiquara B F
911 Ipiad Aiquara B \%
932 Ibicui Dario Meira B F
941 Jiquiriga Teolandia B \%
942 Jiquiri¢a Teolandia B F
945 Jiquiri¢a Ubaira B A%
954 Jiquiri¢a Teolandia B F
955 Valenga Taperod B \%
956 Valenca Taperod B F
957 Valenca Valenca B A%
958 Valenga Valenca B F
961 Valenca Tancredo Neves B \Y
962 Valenca Tancredo Neves B F
982 Valenca Pirai do Norte B F
992 Valenca Valenca B F
995 Valenca Valenca B A%
1002 Valenca Nilo Pecanha B F
1007 Valenca Nilo Pecanha B A%
1008 Valenca Nilo Pecanha B F
1015 Valenca Taperod B \Y
1016 Valenca Taperod B F
1018 Valenca Valenca B F
1025 Valenca Itubera B \
1027 Valenca Camamu B \Y
1033 Valenca Camamu B v
1047 Valenca Camamu B \Y
1121 Valenca Itacaré B \Y
1122 Valenca Itacaré B F
1123 Ipiad Aurelino Leal B v
1124 Ipiad Aurelino Leal B F
1129 Valenca Marad B \Y
1130 Valenca Marad B F
1140 Valenca Marau B F
1143 Ipiad Ubaitaba B \%
1144 Ipiad Ubaitaba B F
1149 Valenca Itacaré B \
1155 Valenca Itacaré B \Y
1164 Jiquiri¢a Cravolandia B F
1173 Reconcavo Sdo Miguel da Mata B \%
1179 Reconcavo Conde B \Y%
1188 Caravela Nova Vicosa B F
1193 Almada Itabuna B \%
1302 Valenca Aratuipe B F
1305 Reconcavo Muniz Ferreira B v
915 Ipiad Jequié C v
1017 Valenca Valenca C v

2V = Vassouras; F= Frutos.
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Tabela 2. Distribui¢éio dos grupos de compatibilidade, entre isolados de Crinipellis perniciosa, por agrossistemas produtor de cacau do

sul da Bahia
Numeros e percentuais de isolados por grupo
Agrossistema A B Total de isolados
Niimero % Nimero % Numero %

Almada 20 64,52 11 35,48 0 0 31
Camacia 9 90 1 10 0 0 10
Canavieiras 3 75 1 25 0 0 4
Caravelas 1 50 1 50 0 0 2
Ibicui 5 62,5 3 37,5 0 0 8
Ipiad 4 23,53 12 70,59 1 5,88 17
Itamarad 5 100 0 0 0 0 5
Jiquiriga 3 30 7 70 0 0 10
Medeiros Neto 1 100 0 0 0 1
Porto Seguro 4 100 0 0 0 4
Recdncavo 4 57,14 3 42,86 0 0 7
Valenca 8 22,22 27 1 2,78 36
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Figura 1. Distribuicio dos grupos de compatibilidade somadtica, entre
isolados de Crinipellis perniciosa, por municipio do sul da Bahia.
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(Andebrhan, 1988), poderia melhorar as
possibilidades de serem estabelecidas diferencas
mais consistentes entre variantes do fungo, até
mesmo entre individuos procedentes de uma
unica localidade (McGerary & Wheeler, 1988).

Mesmo com a demonstragdo da utilidade da
técnica na caracterizacdo da variabilidade do
patégeno, ainda poderiam existir dividas se as
diferencas estabelecidas neste trabalho
guardariam ou ndo alguma correlagdo com
possiveis diferencas em termos de patogenicidade
entre os isolados, fato que seria da grande
importancia durante avaliacdes de gendtipos de
cacau com resisténcia a C. perniciosa, como
enfatizaram Wheeler e Mepsted (1988). Dentro
de tal enfoque, McGeary e Wheeler (1988)
constataram que os resultados dos testes de
compatibilidade somética e de taxa de crescimento
do fungo em meios de cultura ndo eram
conflitantes com aqueles obtidos em ensaios de
patogenicidade, sugerindo que tais testes poderiam
constituir-se em ferramentas mais sensiveis na
determinacdo de variantes genéticos entre
populagdes do fungo, podendo ainda ser titil na
definicdo, por exemplo, do niimero de isolados
que deveriam ser utilizados em trabalhos de seleciao
visando resisténcia a doenca.
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Tabela 3. Distribui¢@o dos grupos de compatibilidade, entre isolados de Crinipellis perniciosa, por municipio produtor de cacau do

sul da Bahia.

Municipio Ntmero de Tsolados Percentuais de isolados por grupos de compatibilidade

A B C
Aurelino Leal 2 0 100 0
Aiquara 2 0 100 0
Almadina 2 0 100 0
Arataca 1 100 0 0
Aratuipe 1 0 100 0
Barra do Rocha 1 100 0 0
Belmante 2 50 50 0
Buerarema 1 100 0 0
Caatiba 1 100 0 0
Camaca 3 100 0 0
Camamu 5 40 60 0
Canavieiras 2 100 0 0
Coaraci 2 100 0 0
Conde 1 0 100 0
Cravolandia 2 50 50 0
Dario Meira 1 0 100 0
Eunapolis 2 100 0 0
Floresta Azul 3 100 0 0
Gongogi 1 0 100 0
Guaratinga 1 100 0 0
Ibicarai 2 100 0 0
Ibicui 1 100 0 0
Ibiraptanga 1 0 100 0
Ibirataia 2 50 50 0
Ilhéus 6 66,67 33,33 0
Ipiau 1 100 0 0
Itabuna 6 83,33 16,67 0
Itacaré 5 20 80 0
Itagi 1 100 0 0
Itahem 1 100 0 0
Itajuipe 2 0 100 0
Itamaraji 2 100 0 0
Itaptanga 2 0 100 0
Itorord 1 100 0 0
Itubera 2 50 50 0
Jaguaquara 2 0 100 0
Jequié 1 0 0 100
Jitauna 1 0 100 0
Jucurucd 2 100 0 0
Lomanto Junior 1 100 0 0
Muniz Ferreira 1 0 100 0
Marad 4 25 75 0
Mascote 2 100 0 0
Nazaré das Farinhas 1 100 0 0
Nova Ibia 2 0 100 0
Nilo Pecanha 3 0 100 0
Nova Vigosa 2 50 50 0
Pau Brasil 2 100 0 0
Pirai do Norte 1 0 100 0
Porto Seguro 1 100 0 0
Potiragua 1 100 0 0
Santo Amaro 2 100 0 0
Santa Luzia 2 50 50 0
Santo Antonio de Jesus 1 100 0,00 0,00
Santa Cruz Cabralia 1 100 0 0
Santa Cruz da Vitéria 1 100 0 0
Sdo Miguel da Mata 1 0 100 0,00
Tancredo Neves 2 0 100 0
Taperod 5 20 80 0
Teolandia 3 0 100 0
Ubaitaba 2 0 100 0
Ubaira 2 50 50 0
Una 2 100 0 0
Uruguca 5 20 80 0
Valenga 7 0 85,72 14,29
Wenceslau Guimaraes 1 100 0 0
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DEVELOPMENT OF MICROSATELLITE MARKERS FOR THE GENETIC
ANALYSIS OF Crinipellis perniciosa

Karina Peres Gramacho', A. M. Risterucci?, C. Lanaud?, Cdssia Bahia', Uilson V. Lopes’, Abelmon da
Silva Gesteira’, Marcos Renato Aratijo*

'CEPLAC/CEPEC, Caixa Postal 07, 45600-970, Itabuna, Bahia, Brasil; 2Cocoa Research Center, CIRAD - France; *UESC;
‘UNICAMP/Laboratério de Gendmica e Expressdo

Witches’ broom disease of cacao (Theobroma cacao L.), caused by Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, is the most important
disease of cacao in the cacao growing areas of South America and Caribbean Islands. Very little is known about the genetic biology
of the pathogen population, and this information is very important to the host improvement programs and deployment of resistant
planting material. A collaborative America Countries international program was initiated to identify and describe the genetic diversity
of Crinipellis perniciosa in South America. Microsatellites (SSR) constitute highly informative genetic markers for population genetic
studies due to their co-dominant and multiallelic nature and distribution in the genome. SSR primers were searched in the C. perniciosa
genome data base and designed as potential candidates to define an efficient, standardized, molecular fingerprinting protocol for this
pathogen. These primers have been evaluated for reliability, widespread distribution across the C. perniciosa genome and their ability
to discriminate isolates of this fungus . The final objective here is to study the diversity structure of the C. perniciosa population
from the main cacao growing area in South America countries. Preliminary results are reported.

Key words: Witches’ broom, Theobroma cacao, genetic diversity.

Desenvolvimento de marcadores microsatélite para analise genética de Crinipellis

per. niciosa. A doenca vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.), causada pelo fungo Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, € a principal enfermidade desta cultura na América do Sul e Ilhas do Caribe. Pouco se sabe sobre a biologia e o
comportamento genético deste fitopatdgeno, informagao importante para o desenvolvimento de variedades resistentes a vassoura-
de-bruxa. Um consdrcio internacional foi iniciado para descrever a diversidade genética do Crinipellis perniciosa na América do Sul.
Microsatélites (SSR) constituem marcadores genéticos altamente informativos para estudos genéticos de populacao, devido a sua
natureza co-dominante e distribui¢do no genoma. SSR foram procurados na base de dados do C. perniciosa e selecionados como
candidatos potenciais para o estabelecimento de um protocolo de fingerprinting para este fitopatogeno. Estas regides de SSR
foram avaliadas quanto a sua distribuicdo no genoma do C. perniciosa e poder descriminativo entre os isolados da espécie. O
objetivo final deste trabalho foi estudar a estrutura genética em populacgdes de C. perniciosa provenientes de regides produtoras
de cacau de paises da América do Sul. Os resultados preliminares deste trabalho sio descritos.

Palavras-chave: Vassoura-de-bruxa, Theobroma cacao, diversidade genética.
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Introduction

In 1989, witches’broom disease (Crinipellis
perniciosa) was introduced in Bahia (Pereira et al., 1989),
causing a tremendous drop in yield. The severity of the
disease was higher than in other regions due to a combination
of several factors favorable to the disease, such as a
continuous large area (600 thousand hectares) cultivated as
a monoculture, with highly susceptible varieties and with a
climate favorable to the development of the epidemics.

Crinipellis perniciosa is a very unique basidiomycete,
as it belongs to a restricted group of basidiomycetes,
that is hemibiotrofic and has a homomictic reproductive
strategy (Griffith and Hedger, 1994), features found in
only 1% of all basidiomycetes. While much research has
been conducted on population structure of fungal
pathogens (Mc Donald 1997), knowledge on the
population structure of C. perniciosa is sparse and most
work has been focused primarily on understanding the
origin of the fungus in Bahia (Anderbrhan et al. 1999;
Gomes et al. 2000; Arruda et al. 2003).

Simple sequence repeat (SSR) markers are potentially
valuable tools for studying genetic variation within genotypes.
Microsatellites are highly polymorphic due to their variable
number of repeat and highly reproducible and easy to score.
The primers also provide specificity for a particular species;
therefore, the markers can be applied to samples therefore
avoiding the potential problems associated with nonspecific
markers on contaminated samples. They are ideal
molecular markers for studying genetic variation within
populations (Jarne and Lagoda 1996).

At present, library development and screening is the
common way to isolate relatively large quantities of
SSRs, but the investments in time and money can make
this process expensive. Database screening provides the
most readily available source of SSRs to anyone with
access to a sequencing data base. As part of our research
in population dynamics Crinipellis perniciosa, we
initiated this study to develop locus-specific
microsatellite markers, and applied these to a collection
of 600 isolates of C. perniciosa. The genome database
was searched for the presence of SSR. The objective
of this search was to assess the frequency of different
motifs and to check the general applicability of these
primers in amplifying DNA from other biotypes, and
other closely related species (Moniliophthora roreri).

Materials and Methods

Fungal Isolates and DNA extraction
One-hundred isolates of C. perniciosa were used in
this study. The isolates are listed in Table 1.
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Table 1. Isolates of Crinipellis perniciosa and Moniliophtora
roreri screened for SSR amplification

Bahia (91)*
Amazonas (2)
Peru (1)
Ecuador (1)

C- biotype

Solanum lycocarpum (1)
Solanum rugoso (1)
Ormosea arborea (1)

S- biotype

Peru(1)

Moniliophthora roreri Ecuador(1)

Total: 100 isolates

* Numbers of isolates within parentheses.

Infected tissues, taken from vegetative brooms and
diseased pods, were harvested, surface-sterilized and
incubated on Crinipellis nutrient selective medium for 3-
8 days. The morphology of the derived cultures was
carefully observed in order to confirm their identity. All
fungal cultures were grown in Malt 50% for 12 days.
Mycelia were filtered through Whatman No. 1 filter paper,
washed twice with TE buffer (10mM Tris-HCI; 1mM
EDTA, pH 8.0), lyophilised and total DNA was extracted
as described by Zolan and Pukila (1986). The amount of
DNA was quantified by electrophoresis and
spectrophotometry. The DNA samples were diluted in
100 pl sterilized water adjusted to 1 ng pl™ and stored at
—21°C for further use. Samples that showed degradation
of DNA in electrophoresis gels were discarded and DNA
extraction was repeated. RNA was eliminated by adding
3 ul of RNAse.

Isolation of microsatellites

Crinipellis  perniciosa database (http://
www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/) was screened for the
presence of SSR. Primer pairs complementary to the
flanking regions of the microsatellite sequences were
designed using either the computer program PRIMER3
(www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/
primer3_www.cgi) or oligo 4.0. Primers were designed
in a way of yielding PCR products of three different sizes.
Sixty six microsatellites with di-tri and tetra motifs were
screened in Crinipellis sequences (Table 2). Sixty-three
primers were designed and tested in 3% agarose gel.

PCR Analysis and Amplification
PCR reactions were carried out in a volume of 20 pL
containing 5 ng of DNA template, 0.4 uM of each primer,
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1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1X reaction buffer and
1 unit of Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia
Biotech or PeqLeb). PCR products were first checked
using 3% agarose gel stained with ethidium bromide.
Primers pairs with good amplification were screened for
polymorfism in 5% polyacrylamide gels.

Ten primers were radiolabelled and checked on
acrylamide gel. This step was done at CIRAD.
Radioactive PCR were as follow: 5 pyL forward primer
(100 uM) was end-labelled using 10 pL [3-**P] —ATP, 2
uL of T, kinase buffer, and 3 uL of T, DNA kinase were
brought to a final volume of 30 pL with sterile ddH,0.
The contents were mixed and incubated at 37°C for 1 h.
The reaction was stopped by incubation at 70°C by 10
min. For the radioactive PCR reaction, 3 pL of radioactive
primer and 5 pL of nonradioactive primer (together, 4 uM)
were used following the PCR protocol. Eletrophoresis of
radioactive products was carried out in 5% denaturing
TBE acrylamida gel. The gels were dried at 80°C for 1.5 h.

All the amplifications were performed with a Touch

Down PCR, encompassing 10 cycles of denaturation at
94°C for 4 min, primer annealing at 60-48°C using 1.0°C
decrements, and extension at 72°C for 1 min, followed
by 20 cycles at 94°C for 4 min, 48°C for 1 min, and
72°C for 1 min, and a final 4-min extension at 72°C.

Results and Discussion

Sixty-three primer pairs, each flanking a distinct
microsatellite locus, were first tested on a set of 16
isolates including isolates of the two biotypes . Most of
the primer pairs produced locus-specific amplicons in
PCR. Of the primer pairs designed, 28 were tested on
polyacrilamide gel. Six loci were polymorphic and
another 13 remain to be screened for polymorphism
(Figure 1). Almost all alleles found differed in size by
three base pairs or multiples of two base pairs. There is
one case where three successive alleles differed by only
one base pair (Table 2).

Table 2. Characterization of microsatellite products in isolates of Crinipellis perniciosa.

PRIMER 15 | PRIMER 16 | PRIMER 23 | PRIMER 19 | PRIMER 14 | PRIMER 22

Nb. alleles 7 3 3 3 2 2

1° 176 209 202 197 235 198

20 177 212 206 200 239 201

30 180 221 214 206

40 186

50 194

6° 197

70 200

Momhre d'alEles

PRIMEFR: 15

PRIMER 16

PRIMER 23

Lacus

PRIMER: 13

FPRIMER: 14

PRIMER: 22

Figure 1. Histogram depicting the number of alleles that occurred at each locus.
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Overall tetranucleotide repeat microsatellites showed
higher levels of polymorphism than three dinucleotide
repeat regions. Average heterozygosities ranged from
0.02-0.5. Preliminary results indicated that Bahia
population do indeed have reduced genetic diversity
when compared with the others populations. Primer sets
were also tested to check the general applicability of
these primers in amplifying DNA from closely related
biotypes and species. Cross species amplification was
successful in all loci. We have identified three loci very
useful to distinguish isolates from different biotypes,
and a fourth one (primer 23) that identified the most
pathogenic isolate. Four primers differentiated isolates
from other countries.

The isolate from Moniliophthora gave repeatable and
scored patterns in all loci. Our results may therefore
indicate a recent common ancestor for the
Moniliophthora roreri studied. These preliminary results
suggest the usefulness of the primers in population
studies may go beyond the present study of the C.
perniciosa and a have applications in population genetics
of M. roreri.

Microsatellites clearly exist in large numbers in the
genome of C. perniciosa, but their variability is lower
than reported for other fungi. This low level of variability
is manifested in two ways. First, the number of
polymorphic loci was low. Among the 28 loci screened,
only seven were found to be polymorphic. Second, the
number of alleles at the polymorphic loci was low. The
number of alleles in each locus ranged from 2 to7 among
isolates of C. perniciosa from a wide geographic area.
In contrast, in Venturia inaequalis, seven polymorphic
loci were found in 23 sequenced clones and the number
of alleles in each locus ranged from 2 to 48 (Tenzer et
al 1999). Also in Aspergillus fumigatus, 10-23 different
alleles were detected in four microsatellite loci among
102 isolates (Bart-Delabesse ef al. 1998).

Although, We will test the effectiveness of the silver
staining process to detect polymorphisms in the
remaining loci, automated detection of microsatellite
alleles with fluorescent dye-labeled primers would be
most efficient for studying populations. However, it is
prudent to determine the feasibility of the designed
primers and polymorphisms of the defined loci before
attaching fluorescent dyes to the primers.

Given their level of polymorphism, the primers
presented here should prove to be useful for investigating
the population genetic structure of Crinipellis perniciosa
and Moniliophthora rorei. This work is under way.
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PHYLOGEOGRAPHY OF THE WITCHES 'BROOM PATHOGEN IN BAHIA
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'CEPLAC/CEPEC/Seco de Fitopatologia; 2CEPLAC/CEPEC/Segéo de Genética; *CEPLAC/Centro de Extenséo; “CEPLAC/
CEPEC/ Lab. de Biotecnologia

Witches’ broom disease of cacao (Theobroma cacao L.), caused by Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, is the most
important disease of cacao in the growing areas of South America and Caribbean Islands. Knowledge of the amount and distribution
of the genetic variation within and among populations is important to understand the biology of this pathogenic fungus. Random
amplified polymorphic DNA (RAPD) markers were used to determine the genetic structure of Bahian populations of C. perniciosa.
Fungal isolates were collected by hierarchical sampling, from nine naturally infected cacao plantations, in three different agroecological
zones, during a single growing season. Samples were collected from diseased pods and vegetative brooms in three trees per site. A
total of 52 isolates were sampled. Trees were at least 10 m apart within an agroecological zone, and plantations at least 5 km apart
each other. Spatial scales included comparisons within and among trees, within and among fields and within and among agroecological
zones. Fungal populations from different zones differed significantly among themselves (p=0.1%). These result is in agreement
with the previously reported degree of somatic compatibility groups in the C. perniciosa population from different ecological
areas, which suggests that the fungal population infecting cacao plantations has different population structures in the the
agroecological zones studied. Therefore, this result should be considered when devising strategies for controlling witches” broom,
including genetics, chemical and biological control.

Key words: Crinipellis perniciosa, Theobroma cacao, RAPD, DNA, disease.

Philogeografia do patdogeno vassoura-de-bruxa na Bahia. A vassoura-de-bruxa do cacaueiro
(Theobroma cacao L.), causada por Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, € a doenca mais importante do cacaueiro nas planta¢des
da América do Sul e Caribe. O conhecimento da quantidade e distribui¢ao da variabilidade genética dentro e entre populagdes € um
componente importante para o entendimento da biologia deste fungo patogénico. Marcadores do tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) foram usados para determinar a estrutura genética de populagdes de Crinipellis perniciosa na Bahia. Isolados
do fungo foram coletados por amostragem hierdrquica em nove planta¢des de cacau naturalmente infectadas, em trés diferentes
zonas agroecoldgicas, numa mesma época. Amostras foram coletadas a partir de frutos doentes e vassouras vegetativas em trés
arvores por local. Cinquenta e dois tecidos doentes (infectados) foram amostrados. As drvores situavam-se pelo menos 10 m uma
das outras, e os locais dentro de uma zona agroecoldgica situavam-se pelo menos 5 km uns dos outros. Analises espaciais incluiram
comparagdes dentro e entre arvores, dentro e entre fazendas, e dentro e entre zonas agroecoldgicas. Populagdes do fitopatégeno
das diferentes zonas diferiram entre si. Estes dados estdo de acordo com estudos previamente reportados de compatibilidade
somatica em populagdes de Crinipellis perniciosa. Observou-se neste estudo que a populacdo de C. perniciosa infectando plantios
de cacau tem uma estrutura populacional diferente em diferentes zonas agroecoldgicas, e isto deve ser considerado nos testes de
germoplasmas para resisténcia a vassoura-de-bruxa.

Palavras-chave: Crinipellis perniciosa, Theobroma cacao, RAPD, DNA, doenca.
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Introduction

Witches’broom disease (Crinipellis perniciosa)
represents the major challenge for the re-establishment
of the cacao crop in South America. Sanitation (pruning),
fungicides and biological control agents (Trichoderma
stromaticum) have been used as control methods.
However, resistance has been the method of choice,
because of its low cost to farmers and efficiency.
Information about the population biology and genetics of
this pathogen is important to cacao improvement programs
and the deployment of resistant varieties to
farmers.However, little is known about the population
genetic of this pathogen and, only recently, research using
molecular techniques has indicated genetic diversity among
isolates (Anderbrhan and Furtek 1994; Griffith and Hedger
1994; Purdy and Schmidt 1996), and possibly two distinct
introductions of C. perniciosa were responsible for the
outbreak of witches” broom in Bahia (Anderbrhan er al.
1999; Gomes et al. 2000; Arruda et al., 2003).

The geographical distribution of C. perniciosa in
Bahia includes all the 100 counties in southeast Bahia,
where cacao is planted (S4 et al. 1982). Because these
plantations have both overlapping and non-overlapping
distributions, their study offers an opportunity for
examining the phylogeography of the pathogen in a
biogeographical context, using molecular markers. This
approach, allows an exploration of the relationship
between gene genealogies or phylogeny and geography
(Avise 2000). Phylogeographic studies of medically and
agriculturally important fungi have revealed substantial
phylogenetic structure in populations of fungi which
were previously considered homogeneous across their
sampled range (Geiser et al 1998; Kasuga et al. 1999;
Koufopanou et al 1997; O”donnell et al 2000).

We undertook the present study to obtain an initial,
broad profile of genetic structure variation of C.
perniciosa in three agroecological areas from Southeast
of Bahia, which vary in ecological, biophysical, climate
conditions, land use and cacao planted area.
Epidemiological factors could play a major role in
substructuring populations. The main goal of this study
was to use a hierarchical sampling scheme (tree,
plantation, county) to determine whether the population
was substructured by the agroecology area from which
it was collected.

Materials and Methods

Sampling Strategies and Isolates Growth
Six-hundred isolates of C. perniciosa were collected

from twelve agroecological areas representing the
natural distribution of C. perniciosa from cacao
plantations in Bahia. Howeveer, here only the data of
52 isolates of three of these areas will be presented,
namely from: Urucuca, Camacan and Una (Figure 1).
These areas are at least 55 km apart each other and are
differentiated by climate conditions, land use and soil
type (Table 1). The first two represents the first foci of
the disease, and are considered adequate for cacao
production. The last one, Una, is considered marginal
for cacao planting.

In each County, isolates were sampled in three
plantations, at least 5 km apart. For the purposes of
this study, all isolates of C. perniciosa collected from
an individual cacao plantation were considered a
subpopulation of the pathogen and all isolates combined
were considered to represent the overall population.
Three trees, at least 10 m apart, were sampled in each
plantation or subpopulation, during a single growing
season. On each tree, isolates were taken from
vegetative brooms and diseased pods, totaling eighteen
isolates per county (3 plantations x 3 trees x 2 isolates).
Diseased tissues were decontaminated by a 10-min
immersion in 50 g of sodium hypochlorite per liter,
rinsed, and placed on a Crinipellis nutrient selective
medium for 3-8 days. The morphology of the derived
cultures was carefully observed in order to confirm their
identity. The isolated strains were then locally stored as
dried mycelium, agar cultures immersed under sterilized
dry mineral oil at 4 or 18 °C, or under sterilized water.
Procedures for obtaining higher quality DNA from young
mycelium of C. perniciosa were also develop.

DNA Extraction and Amplification

All fungal cultures were grown in Malt 50% for 12
days. Mycelia were filtered through a Whatman No. 1
filter paper, washed twice with TE buffer (10mM Tris-
HCIL; ImM EDTA, pH 8.0), and then lyophilized. Total
DNA was extracted as described by Zolan and Pukila
(1986). The amount of DNA was quantified by
electrophoresis and spectrophotometry. The DNA
samples were adjusted to 10 ng pl-' and stored at —21°C
for further use. Samples that showed DNA degradation
in electrophoresis gels were discarded and DNA
extraction was repeated.

Amplification reactions were performed in 25 uL
volumes containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 2.4 mM.
L' MgCl, 0.25 mM. L' each dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
0.4 uM of primer, 0.5 puL of Tag DNA polymerase and
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Figure 1. Cacao areas in Southeast of Bahia where C. perniciosa isolates were sampled for the phylogeography studies.

Table 1. Description of the agroecological zones used in the C. perniciosa phylogeography studies.

Zones Area (ha) Latitude Longitude  Altitude Rainfall ~ Temperature Soil Land
Total Cacao (m) (mm/year (°C) Type Use
Uruguca 524,100 188,986 14°35° S 39°17" W 102 1800 21.0-26.4  Alfissols Cacao
Ultissols Pasture
Camacan 351,000 101,000 1524 S 39°30°W  200-400 1300 17.0-33.0  Alfissols Cacao
Ultissols Pasture
Oxisols
Una 638,900 58,984 1322 S 39°04" W 5 2297 21.0-26.3 Ultissols Cacao
Oxisols Coconut
Podzols Oil palm
Hevea
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approximately 30 ng of genomic DNA. Amplifications
were conducted in a Perking-Elmer, GeneAmp PCR
System 9600. Thirty cycles of PCR amplifications were
performed under the following parameters: denaturation
for 1 min at 92°C, primer annealing for 1 min at 35°C;
and primer extension for 2 min at 72°C.
Amplification products were separated by
electrophoresis at 110 V for 2 h on ethidium bromide-
stained (0.5 pg.mm'), 1.2% agarose gels run in 1x Tris-
borate EDTA buffer and visualized under UV light.

Data Analysis

Ten primers (Operon Technologies Inc.), among forty,
were selected based on a screening with four DNAs of C.
perniciosa from different agroecological zones. The
selected primers yielded one or more repeatable
polymorphisms. Discarded primers were those
monomorphic, yielding unrepeatable results, or not yielding
DNA amplification products. RAPD assays of each isolate
were performed at least two times, with only reproducible,
amplified fragments being scored. For each sample, the
presence and absence of RAPD fragments were recorded
as 1 or O, respectively, and treated as discrete characters.
Faint RAPD bands were not included in this analysis.

Multidimensional Scaling Analysis: The 0/1 data were
used to calculate genetic distances as Jaccard’s similarity
coefficient (Jaccard, 1908). Based on genetic distances,
a multi-dimensional scale (MDS) method, using SAS®
PROC MDS and SAS-graph were carried out and the
resulting first three dimensions were plotted for each
isolate (SAS,1986).

Cluster analysis: Cluster analysis based on genetic
distance was performed using Ward’s minimum
variance method (Ward, 1963). The number of modal
clusters were pre-established according to the
hierarchical scheme: numbers of populations (isolates
collected from the same agroecological area were
considered a population) and subpopulations (isolates
collected from plantations within an agroecological
area).

Analysis of molecular variance: We used AMOVA,
analysis of molecular variance, (Excoffier et al., 1992),
to deduce the significance of geographical divisions
both between populations and between regions. The
statistics of molecular variants ¢, (among regions),
®, (among populations), and ¢, (among populations
within regions) were estimated. The significance of
these F-statistic analogues was evaluated based on
1,000 random permutations. AMOVA was performed
using the software Arlequin version 1.8 (Schneider et
al., 2000).

Results

Among the 129 RAPD markers, 113 (87.5%) were
polymorphic and 16 (12.4%) monomorphic. Individual
RAPD primers generated from 7 to 13 amplified
fragments for the 52 strains analyzed (Table 2). The
polymorphic markers revealed by the ten primers were
present in every population sampled, and there was no
case of private alleles, i.e., alleles unique to one or a few
populations.

To determine whether the populations were
substructured, we subdivided them on the basis of
agroecological zones (Counties), plantations, and tree. The
visual representation of the relationship of the isolates
suggested the presence of three groups clusterized
according to their county of origin (Figure 2).

To assess the distinctiveness of the groups, we used
Ward’s minimum variance method (Ward, 1963). The
three clusters identified by that method corresponded
to the clusters visually identified in the three dimensional
graph, revealing a clear consensus of three groups
according to their region of origin (groups I, II, and
III) (Table 3). With respect to the geographic origin of
the isolates, group I included 11 of the 17 isolates from
Una; group II, 9 of the 17 isolates from Uruguca; and
group III 16 of the 18 isolates from Camacan and the

Table 2. Attributes of the oligonucleotide primers used for
generating RAPD markers from 52 individuals of Crinipellis
perniciosa sampled from three populations in Southeast of Bahia.

Number of Amplified Fragments
Primer

Polymorphic Monomorphic
OPA19 9 1
OPA1l6 10 2
OPB10 1
OPB11 2
OPC4 1
OPDO1 9 1
OPE14 12 1
OPH12 7 1
OPH20 1
OPIO5 10 2
OPI13 1
OPI18 1
OPG15 1
Total 113 16
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remaining isolates from Urucuca. Generally, isolates
collected from an individual plantation were very similar
and tended to fall into the same group.

Hierarchical analysis of RAPD fingerprinting with
AMOVA indicated the presence of variance attributable
to genetic differences within an agroecological area

(04=0,21 p<0,001), amongregions (O_=0,18;
p<0,059) and among population within an
agroecological area (0.,=0,03 p<0.103) (Table 4). Also,
out of the total genetic diversity, 78.7% was attributable
to differences within populations and only 18.6% to
differences between populations.

Truguca

?g Camacan

EC,LJ Tna

Dimension3

= 0.0685

—0.164 1
0.269

017
Dhitnenzionl

—0.104

-

e =0

Figure 2. Multidimensional scaling (MDS) plot for genetic distance among the three agroecological areas of Southeast of Bahia.

Table 3. Clustering statistics from be Ward's minimum variance cluster analysis of 52 isolates of Crinipellis perniciosa based on RAPD

fragment occurrence.
County Plantation Group 1 Group 2 Group 3 Total
1 2 1 2 5
Una 2 5 0 0 5
3 4 3 0 7
k
Total Isolates 1 4 2 17
(Percent) (78.5%) (23.0%) (11.0%)
1 1 1 4 6
Camacan 2 0 0 5 5
3 0 0 7 7
Total Isolates 1 1 16 18
(Percent) (55.0)% (55.0)% (88.8%)
1 0 6 0 6
Uruguca 2 0 3 0 3
3 3 0 6 9
Total Isolates 3 9 6 18
(Percent) (17.6)%) (52.9%) (35.3%)

*Percentages are over isolates within a county
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Table 4. Analysis of molecular variance of random amplified polymorphic DNA for six populations of Crinipellis
perniciosa from three agroecological regions in Southeast Bahia (Una, Uruguca and Camacan).

Source df Variance components O Statistics % Total
Among regions 2 2.12 0.18 ** 18.6
Among sub-populations within regions 0.31 0.03" 2.7
Within populations 46 8.97 0.27%#%* 78.7

** Significant at P < 0.05, based on 1000 permutations
**% Significant at P < 0.01, based on 1000 permutations
™ Non significant

Discussion

One of our primary goal was to investigate the
population structure of C. perniciosa. A large number of
reports and papers have been published on the progression
of the witches” broom disease since its first appearance
in the 1989 in Bahia, Brazil, but only a small number of
these were population studies. The results presented here
showed high levels of intrapopulation genetic diversity,
with three distinct RAPD groups or clusters occurring
in each population. Genetically closely related populations
were often from the same county and plantation. This
result is in agreement with a previous somatic compatibility
study in C. perniciosa isolates, in which it was observed a
tendency of cluterization according to the agroecological
zone (Oliveira 1993, not published). Isolates from Urucuca
were all in a single somatic compatibility group, and those
from Camacan in other group.

We propose several mechanisms that can contribute
to the local high diversity and the phylogeography groups
found in our study. One mechanism is local selection.
Probably exerted by the variety of environmental and host
in the region. The region is characterized in agroecological
areas, with special characteristics of soil, climate, and
dynamic of land use. The climate gradient across these
areas vary from wet to dry zones, and average year rainfall
between 803 to 1303 mm, and mean temperature from
20 to 25°C. These regions also vary in cacao planted
area, with the majority being planted in Camacan and
Uruguca. Plantations in Una are more diversified; only
9.5% of the area is planted with cacao. Therefore, it is
likely that the local environment operates favouring
adapted ecotypes to persist.

A second contributing factor is the formation of
heterokaryons between two genetically different primary
hyphae (Griffith and Hedger 1994). This has been
suggested as a possible explanation of the genetic diversity
between isolates within the same area (Anderbrhan and

Furtek 1994; Gomes et al. 2000; Niella et al. 2000).
Reproduction of C. perniciosa is homothallic for the C-,
S- and B- biotypes, and heterothallic for the L-biotype
(Griffith and Hedger 1994). Genetic variability among
these different biotypes has been shown to be more related
to proximity than to the nature of the host itself
(Anderbrhan and Furtek 1994; Griffith and Hedger 1994;
Purdy and Dickstein 1990). In homothallic biotypes, the
existence of a high degree of genetic diversity suggests
that the fungus does not just reproduce clonally.
Additionally, the underlying recombining genetic structure
may be due to parasexual cycle. Different RAPD markers
were found in basidiospores from the same basidiocarp
implying the existence of a certain degree of polymorphism
(Anderbrhan and Furtek 1994). The process of
dikaryotisation for homothallic biotypes occurs by
anastomosis between two adjacent uninucleate hyphae.
Therefore, an explanation could be that heterokaryosis
may happen between two genetically distinct primary
mycelium when homomictic mycelia is undergoing
autodikaryosis. This could happen in an infected meristem
between two genetically different germinating
basidiospores. The stable heterokaryons could stabilize
and enter into the saprophytic stage (Griffith and Hedger
1994) which may allow multiple genotype to persist.
Although our analysis was restricted to only three of
the twelve agroecological areas, a quite limited data set,
and so may be viewed as somewhat preliminary; the
important result of this study was the genetic
differentiation among agroecological areas. To our
knowledge this is the first evidence of ecotypes in the
Crinipellis - Theobroma cacao pathosystem. The
interpretation of these results is not a clear-cut, and the
current study, however, cannot establish which factors
are important in shaping the population structure of C.
perniciosa. A comparison of the genetic composition of
isolates from the different agroecological areas would
answer some of these questions. In order to answer these
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questions, a study involving 600 isolates from all the 12
agroecological areas in Southeast Bahia is under way.
We report that C. perniciosa population infecting
cacao plantations has a similar population structure within
an agroecological zone and this should be considered
when devising control strategies including test of
varieties, fungicides and biological control agents.
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O objetivo do artigo € analisar as configuracdes do trabalho na fruticultura irrigada Nordestina, a partir da comparagio das
experiéncias do Vale do Sdo Francisco e do Plat6 de Nedpolis. Pretende com isso, reativar a discussao sobre as formas de trabalho
na agricultura, sobre o lugar de homens e mulheres nos modernos processos de produgdo e nas praticas de sociabilidade que se
instituem. As particularidades locais do trabalho sdo analisadas, chamando a aten¢do para semelhangas e diferencas que evidenciam
a constituicdo de atores em situagdes heterogéneas de trabalho.

Palavras-chave: trabalho, género, Plat6 de Nedpolis, fruticultura irrigada.

Workers, family farming and sociability in the Brazilian Northeast irrigated fruit

production. The objective of the article is to analyze the configurations of the work in the Northeasterner irrigated horticulture,
starting from the comparison of the experiences of the valley of San Francisco and of the Plateau of Ne6polis. We intended with
that, to reactivate the discussion on the works forms on the agriculture, on the men and women's place in the modern production
process and in the sociability practices that are instituted. It is also intended, to detach the local particularities of the work, getting
the attention for likeness and differences that evidence the actor's constitution in heterogeneous situations of work.

Key words: work, gender, Plateau of Nedpolis, irrigated fruit production.
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Introducao

O objetivo central deste artigo é analisar as novas
configura¢gdes do trabalho na fruticultura irrigada
Nordestina reativando a discussdo sobre as formas de
trabalho na agricultura, particularmente, sobre o lugar de
homens e mulheres, que se assalariam tempordria ou
permanentemente em empresas dedicadas a produgao de
frutas frescas para os mercados nacional e internacional
nos projetos de irrigagdo localizados no Vale do Sao
Francisco e no Platé de Ned6polis/SE. Pretende também,
destacar as particularidades locais do trabalho, chamando
a aten¢d@o para semelhangas e diferencas que evidenciam
a constituicdo de atores em situagdes heterogéneas de
trabalho que mesclam praticas “tradicionais” e
“modernas” visando a eficiéncia e controle da producio
e dos trabalhadores, com efeito sobre a organizacio do
trabalho e gestdo dos empreendimentos.

No Vale do Sdo Francisco a organizagdo do trabalho
tem privilegiado a incorpora¢do das mulheres, em oposi¢ao
a quase exclusdo das mesmas no Platdo de Nedpolis. A
predominancia do trabalho registrado, em ambos os
casos, contraria a tendéncia de intensifica¢ao do trabalho
tempordrio e precario em outras regides agricolas latino-
americanas (Bendini, 1999; Lara, 1998). A valorizacdo
das praticas e sociabilidade camponesas no Plato e a
imposi¢do de uma racionalidade baseada em padrdes
externos de qualidade para os trabalhadores do Vale
também sdo diferenciais que tém influenciado na
organizacao do trabalho e no controle dos trabalhadores,
particularidades que constituem o cerne deste artigo.

O sucesso da atividade, no entanto, deve ser
relativizado, pois vdrias empresas enfrentam dificuldades
e uma parcela significativa dos agricultores foram
substituidos por pequenos fruticultores mais capitalizados
(Cavalcanti, 1998). Como conseqiiéncias imediatas, se
pode observar a reducio do nivel de empregos, a exigéncia
de mao-de-obra mais qualificada e um processo crescente
de terceirizagdo e flexibiliza¢do que, escamoteia, em muitos
casos, relagdes precdrias (Silva, 2001, p. 115).

Apesar dessas dificuldades, o Vale do Sao Francisco
¢ apontado como uma experiéncia de €xito na qual o

empresariado € tido como ator central (Alids, este mesmo
"status" do empresariado tem sido destacado no estudos atuais de uma
vertente da sociologia do trabalho, que volta a colocar o tema da
moderniza¢do no centro do debate, destacando até que ponto os novos
modelos (pos-fordismo, modelo japonés, etc.) estdo sendo adotados
em diferentes partes do mundo (Abramo & Montero, 2000, p. 86). O
empresariado emerge como o ator vitorioso frente ao Estado, o
sindicato. "Pero, sin embargo, se podria pensar que incluso ese (linico)
actor tiene un margen de libertad reducido, ya que supone que su tnica
posibilidad de éxito seria la adecuacién necesaria (y mientras mas
rapida mejor) a los nuevos patrones de competitividad dominantes a

escala internacional" (Abramo & Montero, 2000, p. 86-87)) noO
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soerguimento do pdlo fruticola, servindo, inclusive, de
inspirac¢do para a implantac@o do Platd de Nedpolis, projeto
exclusivamente para empresdrios, segundo um modelo
que apresenta a inovacdo da parceria entre estes € o
Estado. Coube ao Estado o planejamento e a instalacio
da infra-estrutura de irrigacdo fora dos lotes, e aos
empresdrios, os investimentos nas parcelas, a
implementacdo da produgdo e da comercializacao.

Na experiéncia do Plato, entretanto, o empresariado
intensificou e ampliou suas atividades como convidado,
ator central e participou de um processo de selecdo em
que a sua capacidade de investimentos foi avaliada, o
que evidencia uma reorientacdo do Governo no sentido
de catalisar mudangas, criando um ambiente propicio aos
investimentos privados em consondncia com o modelo
neoliberal (Neves et al., 1997).

Em que pese a desproporcionalidade das dreas irrigadas
nas duas experiéncias (pouco mais de 4 mil hectares no
Platd e 31.000 no Vale) importa reter que o objetivo é
refletir sobre os impactos desses sistemas de producgdo
na organizacdo do trabalho, incorporando as
particularidades de cada experiéncia, com preocupagio
predominantemente, qualitativa.

A pesquisa

A drea de pesquisa € o Platd de Nedpolis e o Vale do
Sao Francisco. O primeiro, abrange os municipios de
Nedpolis, Santana do Sdo Francisco, Pacatuba e Japoata
em Sergipe. O segundo, alcanga os municipios de Juazeiro
e Petrolina na Bahia e em Pernambuco, respectivamente.
Em ambos, a fruticultura irrigada € a atividade central
com diferentes niveis de inser¢ao nos mercados nacional
e internacional.

O estudo foi realizado através de pesquisa documental-
censitdria e empirica, no ano de 2002. A pesquisa de campo
foi conduzida com atores-chaves homens ¢ mulheres (10
trabalhadores, 03 empresdrios e 02 técnicos de cada drea)
através de entrevistas abertas sobre a organizagdo do
trabalho e da vida social, além de observagao da rotina de
trabalho em 04 empresas de cada projeto. Foram ainda
visitados os galpdes onde se realiza o trabalho de pos-
colheita. As principais varidveis pesquisadas foram:
sistemas de producdo em uso, nimero de trabalhadores
permanentes e tempordarios, tipos de ocupacio associadas
a género, idade, escolaridade e saldrios.

Os resultados e discussdes estdo organizados em 05
(cinco) partes, quais sejam: i)Antecedentes historicos,
ii)Inclusdes/Exclusdoes das Mulheres nas Atividades da
Fruticultura Irrigada, iii)Sociabilidade no Lugar de
Trabalho, iv)Agricultura familiar e Assalariamento e
v)Conclusdes.
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Antecedentes historicos

O Vale do Sdo Francisco e o Platé de Nedpolis/SE
sdo espacos de producdo de frutas frescas, construidos
sob o forte apoio das politicas publicas, segundo novos
modelos de apropriacao do territério, do meio ambiente e
do trabalho, orientados por estratégias locais para
atendimento a padrdes de qualidade e eficiéncia exigidos
externamente.

Nas duas dreas objeto de reflexdo foram implantadas
politicas publicas para a produgdo de energia e seus
desdobramentos culminaram com o estabelecimento de
pdlos de desenvolvimento para minimizar os efeitos dessas
politicas sobre as populacdes locais e promover o
desenvolvimento regional. Os projetos do Vale do Sao
Francisco foram efetivamente implantados em meados dos
anos 70 e envolveram técnicos, empresarios e agricultores
familiares. A finalidade inicial era a produg@o de frutas e de
matéria-prima para as agroindustrias, no contexto da

denominada “modernizacdo conservadora” (Quando a
agricultura brasileira passou por mudancas que beneficiaram regides
especificas, produtos e grupos de produtores e repercutiram na
configuracdo de novos espacos produtivos, na modernizacao da base
técnica de producgdo e na transformacdo das relagdes sociais dai
decorrentes, mas também na exclusdo de parcela significativa dos

trabalhadores e pequenos produtores). ApéS 0s primeiros cultivos,
a integrac@o a agroindustria se mostrou insustentdvel
(Cavalcanti, 1999; Silva, 2001), e novas estratégias foram
colocadas em prdtica, culminando com a expansdo da
fruticultura para exportacdo pela iniciativa privada no final
dos anos 80. O forte apoio estatal através de fartos
incentivos fiscais e financeiros e do suporte das
institui¢des piblicas como Embrapa (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria) e Codevasf (Companhia de
Desenvolvimento do Vale Sao Francicsco) foram
fundamentais a consolida¢do de uma base produtora de
frutas frescas nos anos 80 (Cavalcanti, 1998; Silva, 2001),
com vinculagdo aos mercados nacional e internacional. “A
partir de entdo, a atividade conhece uma rapida expansao,
constituindo na regido um complexo fruticola vinculado
aos mercados externos e interno (Silva, 2001, p. 115).

Em 1999, a area de fruticultura no Vale do Sédo
Francisco ocupava 31 mil hectares e as principais culturas
eram manga, coco, banana, uva, goiaba, dentre outras
(Silva, 2001, p. 104).

A implantacdo do Platdé de Nedpolis estava prevista
como ac¢do da Codevasf para atender as populagdes
atingidas pela barragem de Itaparica mas, diante de
diferentes e contraditérios estudos de viabilidade, a obra
foi sendo adiada até que o Governo de Sergipe assumiu o
gerenciamento da mesma, com o assentamento exclusivo
de médios e grandes empresdrios. Segundo Padrdo
(1996), os critérios para selecio dos grupos empresariais

foram: capacidade empresarial, cadastro bancdrio e
disponibilidade de recursos para desenvolver o projeto.
Os grupos sdo origindrios dos Estados de Sergipe, Sdo
Paulo, Alagoas, Pernambuco, Bahia e Ceara. E formado
por 35 lotes cujos tamanhos variam de 20 a 600 hectares.
Até dezembro/2001, 60% do projeto estava efetivamente
implantado, o que corresponde a um total de
aproximadamente 4500ha. As principais culturas sdo
coco, laranja, tangerina, limao e banana, direcionadas ao
mercado nacional. A administra¢do do Projeto é realizada
por um condominio denominado ASCONDIR
(Associagdo dos Concessiondrios do Projeto Plato de
Nedpolis), que tem como atribui¢des o gerenciamento
do projeto, a realizagdo de acdes que estimulem o
desenvolvimento regional, o incremento da produgdo e o
treinamento de pessoal.

Inclusoes/Exclusoes das Mulheres nas Atividades
da Fruticultura Irrigada

Em pesquisa realizada no Plat6, Mota (2000) observou
que as mulheres constituem apenas 4% do total dos
trabalhadores, assim mesmo, mais da metade trabalha de
forma tempordria e clandestina. Jd no Vale do Sao Francisco,
Cavalcanti (1997, 1998, 1999) constatou que as novas
oportunidades de emprego contribuiram, para a ampliacdo
do mercado de trabalho para as mulheres, tendéncia
observada por Lara (1998) no México e por Antunes (1999)
para os diferentes setores da economia mundial.

Apesar da ampliagdo do nimero de mulheres
empregadas na viticultura no Vale, observam-se tentativas
de reduzir sua participacdo no trabalho assalariado,
justificado por um viés de género.

Nos dois casos, no entanto, hd a constatagdo de que
o ndmero de vagas vem sofrendo uma gradativa reducgdo
pela substitui¢do do trabalho humano pela tecnologia, a
exemplo da fertirrigacdo e da automatizagao da irrigagao.
As mulheres sdo as mais prejudicadas, seja pelo maior
peso dos encargos trabalhistas, seja pelo fato de
acumularem dupla jornada e serem responsdveis diretas
pelos filhos, conseqiientemente, mais susceptiveis aos
acontecimentos externos ao trabalho; ou ainda, pela no¢ao
usualmente compartilhada por homens e mulheres,
trabalhadores da agricultura, de que a mulher s6 € capaz
de executar tarefas leves e delicadas, o que escamoteia a
qualifica¢@o obtida no dia-a-dia do trabalho.

Todas estas assertivas sdo validas para o contexto do
Plato, mas existem ainda outras razdes que tém impedido
uma incorporacdo mais constante das mulheres ao
trabalho. Na regido, as atividades das mulheres, ainda
estdo muito associada a ajuda e, como tal, ndo tém registro
em sistemas de producdo cuja l6gica é empresarial. Em
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periodos anteriores a implantag@o do Platd as atividades
como o artesanato e a pesca de camardo, eram
desenvolvidas predominantemente pelas mulheres num
contexto em que o acesso a terra para agricultura estava
muito limitado, assim mesmo, na condi¢do de morada ou
arrendamento. A fragilidade das unidades agricolas de
producgdo desta regido teve como conseqiiéncia a
pluralidade de atividades, entre as quais o assalariamento
das mulheres na cana-de-agucar, assim mesmo, no curto
tempo de funcionamento da Usina Grande Vale que
empregava um numero reduzido de mulheres dada a
concepcdo de que aquele era um tipo de ambiente pouco
propicio as mulheres casadas. Esse ambiente tornou-se
suspeito, pelas insinuagdes de relagdes amorosas entre
recrutadores da for¢a-de-trabalho e trabalhadoras. Alias,
este ¢ um fato observado e analisado em outras regides
do Brasil (Stolke, 1982). Assim, segundo informacdes
orais, esta atividade era particularmente desenvolvida pelas
mulheres solteiras e limitada a adubag3o.

As experiéncias que as mulheres residentes na drea
do Platé acumulam como trabalhadoras na agricultura
familiar, na pesca ou como assalariadas ndo tém
distintivos positivos quando comparadas com as dos
homens, com excecdo da adubacdo manual. Alids, esta
atividade, intensa na fase de formagado de pomares, tende
a diminuir pela substituicao pela fertirriga¢ao. Por outro
lado, em nenhuma das principais culturas implantadas
no Plato (coco, laranja, tangerina), as mulheres t€ém um
papel exclusivo. Ao contrdrio, na agricultura familiar
ou empresarial local, a cultura do coco estd intimamente
associada aos homens, também na perspectiva de género,
pelo reconhecimento de que a colheita dos frutos
depende de habilidades atribuidas aos homens para
escalar os coqueiros.

Apesar da possibilidade de ocupa¢@o das mulheres
diminuir na adubag@o, tende a se expandir na polinizagao
do maracujd, mas concentrada em apenas 03 (trés)
empresas e ocupando menos de 1% da 4drea irrigada do
Platd. O argumento utilizado pelos empregadores e
gerentes para explicitar a preferéncia pelas mulheres para
este tipo de atividade € a aptiddo natural, semelhante ao
constatado por Cavalcanti (1999) no Vale do Sao
Francisco onde as mulheres ocupam cerca de 70% dos
empregos na cultura da uva. Nos dois casos, no entanto,
a experiéncia das mulheres na esfera doméstica contribui
enormemente para o dominio de atividades que dependem
da coordenag@o motora fina, do manuseio dos pequenos
musculos, imprescindivel na prepara¢do de alimentos,
na costura e no trato com as criangas. Todas estas sdo
atividades tradicionalmente circunscritas ao dominio
doméstico, espaco associado as mulheres.

No Vale, a divisao sexual do trabalho € clara, ha trabalho
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de mulheres e de homens conforme detalhado por
Cavalcanti (1999, p.270). No Platd, esta classificacdo
encontra-se em construcdo e sO genericamente pode-se
afirmar que adubacdo e poliniza¢do do maracujd sdo tarefas
de mulheres. Em decorréncia do pouco tempo de
funcionamento do projeto e da inser¢@o temporaria e precaria
das mulheres, as mesmas ainda ndo estdo associadas
positivamente a um tipo de trabalho ou de ocupagio.

O funcionamento ainda parcial do Platd ndo foi
suficiente para atrair migrantes. Trabalhadores locais,
residentes em povoados ou sedes municipais proximas,
recrutados por redes de interconhecimento que funcionam
na selecdo de novos trabalhadores, formam a forga-de-
trabalho do Platd. Essas redes tém também um papel de
controle social, exercido pelos vinculos de parentesco e
amizade, além de reforcar o recrutamento de homens,
seja para a preservacdo de um padrdo cultural seja pela
estratégia de diminui¢do da pressdo sobre as vagas e
também como parte de uma estratégia de reproducdo em
que compete aos homens a responsabilidade pela
manutencio do grupo doméstico.

Sociabilidade no Lugar de Trabalho

Uma diferenga central marca as experiéncias aqui
analisadas: o tempo de funcionamento e a dimensao dos
empreendimentos. A experiéncia de mais de 30 (trinta)
anos, do Vale do Sao Francisco com impacto na economia
local e ponto de atra¢do de trabalhadores e empresarios
de diferentes qualificagdes e origens, para trabalhar
tempordria ou permanentemente, contribuiram para o
crescimento das cidades circunvizinhas, fato
inquestionavelmente relacionado a criagdo desse polo
de producdo de frutas frescas. O Platd de Nedpolis é
uma experiéncia recente de 08 (oito) anos, com cerca
de 15% da 4rea irrigada do Vale e que funciona quase
que exclusivamente, com trabalhadores de origem local
e que residem em povoados e sedes municipais
circunvizinhas ao projeto. Estas caracteristicas
influenciam nas relac¢des tecidas no dia-a-dia do trabalho,
seja entre os trabalhadores de uma mesma empresa,
seja entre as diferentes etnias.

Analisando os atores sociais no Vale do Sao Francisco,
Cavalcanti (1999, p. 133) constatou que diferentes etnias
compdem a populacdo vinculada a agricultura irrigada.
Esta diversidade étnica, com as suas especificidades
culturais, influencia na organizag¢do do trabalho, nas
relagdes entre os trabalhadores e na constitui¢do de
identidades a partir do lugar que ocupam na produgdo e
na sociedade local e na forma como concebem a nova
situacdo. As diferencas €tnicas sdo reconhecidas e
valorizadas em algumas situacoes.
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“E assim, que ao falar da objetividade dos paulistas
e italianos, ou do trabalho duro dos japoneses e seus
descendentes, ou da criatividade dos nordestinos, os
nossos informantes estdo refletindo sobre o modo como
essas diferengas convivem no cotidiano da produgcdo”

(Cavalcanti, 1999, p. 134).

No Platd de Nedpolis, apesar da grande maioria dos
envolvidos ter origem local, alguns gerentes que sao
origindrios do Sudeste do Brasil sido taxativos na
explicitacdo das diferencas culturais, afirmando que os
nordestinos sao preguicosos, tém muita festa e nao gostam
de vinculos duradouros com o trabalho. Em oposi¢ao,
os gerentes que tém origem local, reconhecem nos
trabalhadores atributos positivos, muito embora
concordem quanto a dificuldade de manter o mesmo
contigente de trabalhadores por meses seguidos.

Em uma ou outra situacdo, a constatagdo é de que
os empregadores, preocupados em atender prazos e
padrdes de qualidade buscam manter um nucleo central
da forca-de-trabalho, a partir de diferentes estratégias,
dentre as quais a regularizacdo da relagdo trabalhista.
No Vale, os trabalhadores nessa condi¢do, encontram-
se sob o estrito controle de fiscais, inclusive externos,
que observam o ritmo de trabalho, as relacdes entre os
trabalhadores e os critérios de qualidade. O condicionamento
para uma racionalidade produtivista com qualidade é
imposto aos trabalhadores, muito embora formas de
resisténcia se evidenciem.

No Platd, pelas diferentes razdes ja discutidas,
predominou a contrata¢io de gerentes e trabalhadores de
origem local, concorrendo para o fortalecimento de
sociabilidades com base em relagdes pré-existentes. Ou
seja, 40% dos trabalhadores sdo parentes, além das redes
de recrutamento terem funcionado predominantemente
com base no parentesco e na camaradagem. Neste
emaranhado de relacdes que mesclam trabalho com
relacdes pessoais despontam situagdes de reprodugdo de
condi¢des domésticas no trabalho, a exemplo de refeicoes
partilhadas pelos membros de uma mesma familia e a
realiza¢do conjunta de percursos de idas e vindas Mas
também se reproduzem situacdes de forte controle social,
tanto pelas hierarquias familiares em que diferentes
membros da familia controlam os seus membros nas
condicdes de trabalho, como na esfera doméstica. Por
outro lado, os trabalhadores recrutadores ndo querem se
comprometer indicando pessoas que ndo correspondem
aos interesses das empresas. Os indicados evitam
decepcionar um amigo ou parente, temendo repercussoes
negativas nas relagdes na vida social local. Assim, estas
redes t€m se revelado como eficiente controle da forca
de trabalho, pelos compromissos de reciprocidade

assumidos entre quem indica e quem € indicado. Nao se
observam situacdes de controle de conversa ou de
brincadeiras entre os trabalhadores no Platd. Aliés, este €
um dado que tem sido destacado pelos trabalhadores
como muito positivo. Apesar desta condicdo o
agrupamento dos trabalhadores do Platd € segmentado
por sexo, seja porque as mulheres trabalham em épocas
e atividades especificas, seja porque existe uma nog¢ao
de que homens e mulheres trabalhando juntos
comprometem um padrao moral considerado adequado.

Agricultura familiar e Assalariamento

Comparando os dois casos aqui em andlise, concorda-
se com Silva (2001) que na atualidade as dreas de
fruticultura irrigada sdo pélos de servigo, ndo obstante
os diferentes estdgios de desenvolvimento em que se
encontram, o que influencia na organizagdo do trabalho e
nas relagdes entre os proprietdrios e os trabalhadores.

No Vale do Sdo Francisco a presenca de “colonos” -
agricultores familiares - na relagdo dos beneficidrios dos
projetos de irrigacdo tem sido objeto de diferentes
interpretagdes. Os primeiros anos da agricultura irrigada
foram marcados por uma estreita relacio entre irrigantes
e agroindustria para o processamento dos produtos,
dentre os quais, o tomate. Estes irrigantes trabalhavam
junto com suas familias para produzir sob contrato. O
fracasso desta tentativa levou ao enfraquecimento dos
mesmos, que por este motivo foram, em grande parte,
excluidos do acesso aos seus lotes. No lugar deles
fortaleceram-se pequenos empresdrios e agricultores
familiares que se beneficiaram das condi¢des oferecidas
para a produgdo e passaram a se preocupar com as
demandas dos mercados e modernas técnicas de gestdo.
Os poucos colonos que permaneceram tém enfrentado
momentos criticos de perda do controle dos meios de
producdo e pouca competitividade, dadas as exigéncias
do mercado. Sendo assim, os novos espacos ocupados
pelos agricultores familiares e o seu sucesso dependem
da sua associacdo, de uma producdo de qualidade,
diversificag¢@o e ocupagdo de novas janelas de mercado.

O trabalho nessas unidades estd também restrito ao
quesito “qualificacdo”. Trabalhadores qualificados e
também multiplos, que possam realizar as diferentes
atividades e que sejam “flexiveis”. Flexibilidade, entendida
como estar apto para realizar o trabalho em tempos pouco
definidos, ndo requerer contrato permanente, pelo
contrdrio, a idéia dominante € de que eles possam ser
“parceiros” no empreendimento, compartilhando com os
proprietarios as obriga¢des de produzir segundo critérios
pré-estabelecidos e também os lucros eventuais,
calculados com base numa conta em que sdo incluidos
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também os possiveis e reais prejuizos. Essa dependéncia
mutua € parte da agenda de controle dos trabalhadores,
registrando-se a sua vulnerabilidade. Assim, ainda que
em alguns casos as redes de parentesco e amizade
funcionem, o trabalhador, em geral, estd s6. Resultado
disso € que o campo no Vale niao é um espaco de morada
mas essencialmente de trabalho.

Diferentemente do Vale, as atividades do Plato sao
desenvolvidas exclusivamente por trabalhadores
assalariados e t&ém se concentrado muito mais na producao
agricola do que em outras etapas. Esta condi¢do tem
influenciado na preferéncia por trabalhadores que sejam
origindrios da agricultura familiar.

De maneira geral, existe uma compreensio entre
trabalhadores e responsdveis pelos processos de
producdo, de que a pessoa que € origindria de familias
que lidam com a agricultura estd mais capacitado para
realizar o trabalho porque sabe manejar diferentes
instrumentos, observar os fendmenos naturais, discernir
espécies vegetais e animais e, também, porque € capaz
de oferecer sugestdes ao manejo de diferentes culturas e
a solucdo de problemas do dia-a-dia. Em outras palavras,
¢ um sujeito que acumula um conhecimento adquirido
no dia-a-dia, mas que é demandado a cada minuto, mesmo
que em sistemas de produgdo alheios as suas experiéncias.
Por outro lado, dominar este conhecimento vai exigir
menos em termos de capacitacdo, que nas palavras de
um agronomo um trabalhador que ndo tenha origem
agricola “E diferente, porque ele ndo tem aquela no¢do
de fazer aquele trabalho, vocé tem que quebrar muito a
cabeca ensinando a eles”.

As interpretacdes dos diferentes atores quanto as
carateristicas particulares dos trabalhadores origindrios
da agricultura se concentram também na questdo da
adaptacdo dos corpos ao trabalho a céu aberto. O trabalho
é realizado “quer chova quer faga sol”. Roupas e corpos
molhados, suor escorrendo pelos rostos e corpos, sao
manifestacoes fisicas do contato do homem com a
natureza diariamente neste tipo de servico. Movimentos
de levantar, abaixar, mover bracos e pernas, ter contato
com o solo, com ervas daninhas, com pequenos animais
que pousam insistentemente nos corpos (mosquitos,
moscas) também sdo didrios.

Apesar da predomindncia dos informantes que
acreditam na diferente capacitacio dos trabalhadores
origindrios da agricultura, uma minoria afirma que
trabalhadores de diferentes origens se comportam
igualmente frente ao trabalho, porque na agricultura
irrigada os procedimentos sdo muito diferentes dos da
agricultura de sequeiro. No entanto, reconhecem que os
trabalhadores que ja foram agricultores se adaptam muito
mais rdpido aos novos requerimentos. Acredito que a
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propalada igualdade de capacidades para o trabalho
agricola venha da prépria ampliag@o que este termo sofre
na agricultura irrigada. Atividades de encanador,
eletricista, almoxarife etc., foram todas incorporadas a
ossatura do trabalho agricola. Visto assim, é plausivel
que determinadas atividades aparecam mais identificadas
com uns e outros trabalhadores.

Experiéncias jd sdo acumuladas pela contratagdo de
trabalhadores de origem urbana para trabalhos
tradicionalmente agricolas (plantio, colheita, por
exemplo), sem bons resultados pela falta de uma
habilidade, mesmo que os trabalhadores sujeitos a esta
associacao sejam provenientes de diferentes experiéncias,
como por exemplo o assalariamento na cana-de-agucar.
Analiso que o julgamento, do saber-fazer ou ndo, uma
atividade ¢ feito com a rapidez dos que dispdem de uma
forca-de-trabalho abundante e diversificada e que por isso
mesmo ndo tém tempo para ensinar. Assim, € mais
racional, economicamente falando, dispor de um
trabalhador que tanto tem mais conhecimento e habilidade
para fazer o trabalho, pela capacitagdo do saber-fazer
nas suas unidades de origem, como estd mais habituado
a enfrentar as intempéries. O costume imprime suas
marcas nos corpos.

Na escala ocupacional que elaboram mentalmente e na
pratica, os trabalhadores de origem urbana t€ém apresentado
maior capacidade para os servigos burocraticos, dai, a
predominancia dos mesmos neste tipo de servigo. Além
disso, estdo mais atualizados com outros assuntos, que
ndo aqueles especificos do trabalho agricola.

Contrapdem-se a estas interpretacdes e classificacdes,
no entanto, 0s interesses pessoais, que questionam todas
estas idéias acerca das diferentes capacidades. Assim,
ser da zona urbana pode ser apenas um distintivo, mas
que ndo impede de apreender e fazer um bom trabalho,
particularmente num contexto em que a velocidade da
mudanca tecnoldgica exige continuamente novas
habilidades e conhecimentos. Mesmo assim, para adquirir
novas habilidades é necessdrio tempo e entre um
trabalhador que ja acumula saberes no campo agricola e
um que ndo sabe o primeiro é preferido num contexto
em que a maioria das atividades dos trabalhadores ainda
exige habilidade manual. Para uma atividade
completamente automatizada como a fertirrigacdo, em
que a capacidade requerida € saber calcular a dosagem
de fertilizantes e regular os equipamentos em uma
determinada unidade de tempo, a origem do trabalhador
¢ indiferente frente a uma capacidade que pode ser
rapidamente adquirida.

Para uma ou outra atividade, os entrevistados afirmam
que os trabalhadores origindrios da agricultura estdo mais
acostumados ao trabalho quando comparados com os
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de origem urbana ou com os pescadores, ndo apenas
pelos saber-fazer e pelo saber-ser.

“O pessoal de pesca é um pessoal um pouco
mais relaxado, eles ndo estdo habituados a
carteira assinada, a hordrio de trabalho e quando
falta ou por algum motivo eles saem da fazenda,
eles tem esse meio de convivéncia que € a pesca.
Entdo eles sdo menos dependentes. Por isto, a
opcdo para oferecer um trabalho vai ser sempre
para alguém que € proveniente da agricultura”.

Conclusoes

No Vale do Sio Francisco, em descompasso com o
sucesso dos empreendimentos, pequenos agricultores
foram excluidos, o nivel de emprego reduziu-se e formas
de parceria foram recriadas, marginais ao sistema de
protecdo social e trabalhista (Silva, 2001, p. 116). As
relagdes sociais se reconfiguraram nos planos individuais
e coletivos, como conseqiiéncia das divisdes sociais entre
os que tém ou ndo trabalho, entre os grupos étnicos,
entre homens e mulheres e entre os produtores que
tiveram acesso diferenciado as politicas publicas
engendradas. No Platd, os agricultores familiares foram
excluidos desde o inicio e o volume de empregos previsto
ndo parece se concretizar. Aregido ainda ndo se constituiu
como um polo de atra¢do de trabalhadores, a exemplo do
que ocorreu no Vale. Assim sendo, os trabalhadores locais
que se inseriram no Platd estdo imersos em redes sociais
locais e tendem a reproduzir estas relacdes nos espagos
de trabalho.

A valorizacdo de trabalhadores origindrios da
agricultura familiar no Platd e de trabalhadores mais
especializados no Vale € decorrente das estratégias dos
empresdrios e gerentes, mas também do estdgio em que
se encontram os empreendimentos. Para o primeiro, as
atividades de plantio e de constitui¢do dos pomares sao
predominantes e exigem maiores conhecimentos da
agricultura. No segundo, as atividades de colheita e pds-
colheita t&ém outros requisitos. Sem contar que os trinta
anos de funcionamento do projeto ja sdo suficientes para
ter uma mao-de-obra qualificada localmente.

A diferente incorporacdo das mulheres estd relacionada
aos saberes constituidos na atividade agricola. Na regido
do Plato, as mulheres trabalhavam como assalariadas na
cana-de-ac¢icar, mesmo assim, ndo era a atividade
predominante em uma regido que tem o artesanato e a
pesca como atividades muito importantes e um limitado
acesso a terra. Neste sentido, instituiu-se um padrao cultural
em que as mulheres t€ém menores vinculos com a terra.

A predominancia do trabalho registrado no Vale e no
Platd de Neodpolis tém contribuido para que sejam
questionadas tendéncias assim como as particularidades
e chamar a atencdo para as influéncias e determinacdes
reciprocas entre esferas da vida cotidiana® e do trabalho.
Evidéncias empiricas e andlise critica da literatura t€ém
colocado em questdo uma concep¢do de que os
agricultores origindrios da agricultura familiar sdo
inadequados ao assalariamento.

As rupturas e continuidades entre um passado
“camponés” e um presente de assalariamento, questionam
andlises isoladas dos processos produtivos e da
polarizagdo das classes, revalorizando as teses quanto a
coexisténcia de diferentes formas produtivas na
agricultura e chamando a atengio para as novas
associacdes entre trabalho, parentesco e trajetdrias
sociais, num contexto da reestruturagdo produtiva na
agricultura, cujas conseqiiéncias mais visiveis sdo a
diminuicado de postos de trabalho, baixos saldrios, insercdes
descontinuas e formas didrias de resisténcia.
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NOTA CIENTIFICA

IDENTIFICACAO DO GENE DELETI'ERIO,“LUTEUS-PA” EM ACESSOS DE
Theobroma cacao L. DA SERIE PARINARI (PA)

Milton Macoto Yamada, Ronaldo Carvalho Santos, José Luis Pires

CEPLAC/CEPEC, Caixa Postal 7, 45600-970, Itabuna, Bahia, Brasil.

O fator “Luteus-Pa” é designado para um carater que foi pela primeira vez identificado em alguns acessos da série Parinari (Pa)
para um fator fisiolégico que causa a morte de plantulas ao redor de 30 dias de idade. O objetivo deste trabalho foi identificar outros
clones desta série que apresentam o fator letal “Luteus-Pa” , e para isto, os clones foram cruzados com PA 30 e PA 169 utilizados
como testadores por serem portadores deste cardter, e as sementes foram plantadas para observar as segregagdes. O cardter é
controlado por um gene na forma recessiva, tendo sido identificado o clone PA 44 como portador deste carater.

Palavras-chave: cacau, marcador genético, fator letal.

Identification of lethalgene“Luteus-Pa” in accessions of Theobroma cacao L. in the

Paranari series. The lethal factor “Luteus-Pa”is designated as a trait which was the first time identified in Parinari (Pa)
population for a one physiologic character which cause death of plants around 30 to 40 days old. The objective of this work was
to identify other clones which present lethal factor “Luteus-Pa”, and for this proposal PA 30 and PA 169 were crossed as testers,
because they are carriers of this character and the seeds were planted to observe segregations. It was observed PA 44 carrying these
character.

Key words: cacao, genetic markers, lethal factor.
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Durante estudos de compatibilidade em clones da série
Parinari (PA) no Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC)
(Yamada et al. 1982) foi descoberto um gene simples
letal recessivo denominado “Luteus-Pa” (Bartley et al.
1983). Como conseqiiéncia da acdo deste gene, as plantas
nascem e crescem normalmente, e apds um periodo de
aproximadamente 30 dias, as folhas das plantas portadoras
deste carater em homozigose comecam a amarelecer e
morrem depois de alguns dias. Foram identificados como
portador desses genes os clones PA 30, PA 121 e PA
169. Estes clones possuem esses genes em heterozigose,
que quando sdo intercruzados ou autofecundados usando-
se a técnica da mistura de pélen com pdlen da espécie
Herrania, segregam na propor¢do de 3:1 (Bartley et al.
1983) indicando ser um cardter monogénico. Em estudos
fisioldgicos foi verificado que esse gene atua na reagdo
do PS2 (Almeida et al. 1996).

Outros clones da série Parinari foram incorporados
para o teste de compatibilidade (Yamada et al., 1996)
porque foram introduzidos posteriormente no Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do Centro de Pesquisas
do Cacau (CEPEC). Entretanto, na época as sementes
resultantes dos frutos destas polinizagdes ndo foram
plantadas, e com isso impossivel de saber se esses outros
acessos dessa série sdo portadores desse gene deletério.

O presente trabalho teve o objetivo de identificar novos
clones Parinari que portam o cardter “Luteus-Pa” e
demonstrar a maneira como este marcador genético pode
ser util no programa de melhoramento genético do cacaueiro.

As polinizagdes foram realizadas nos clones PA 13,PA
44, PA 120, PA 300, PA 303 e PA310 com o pdlen de PA
169 e os clones PA4, PA70 e PA 107 com PA 30 (Tabela 1).
Todos os clones utilizados foram os da segunda fase
dos estudos de compatibilidade (Yamada et al. 1996).

As poliniza¢des foram em nimero de 30 seguindo o
método de Yamada et al. (1982) e as sementes dos frutos
colhidos plantadas com a finalidade de observar as
segregacOes nas progénies. O plantio foi feito em p6 de
serra para verificar o aparecimento das plantas portadoras

Tabela 1. Resultados das segregacdes das progénies de
cruzamentos dos clones da série Parinari com PA 169 e PA 30.

Série PA 169 Série PA 30

N (n°) L(n° Total N(n°) L(n° Total
PA13 104 - 104 | PAO4 43 - 43
PA 44 54 19 73 | PAT0 39 - 39
PA 120 72 - 72 | PA107| 57 - 57
PA 300 48 - 48
PA 303 82 - 82
PA 310 50 - 50

N — Plantas normais L- Plantas com o cardter “Luteus-Pa” n = nimero de plantas
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do cardter, considerando que ndo havia o interesse de
conservar esse material por longo periodo em casa de
vegetacdo. Os resultados dos clones que segregaram
foram testados para a relagdo de 3:1 pelo método de Qui-
Quadrado.

Dentre os nove clones testados no presente estudo,
somente o PA 44 apresentou o cardter e segregou na
propor¢do de 54 plantas normais para 19 plantas com
cardter “Luteus-PA” estando de acordo com a segregacao
3:1 no teste de Qui-quadrado (+= 0.04, valor inferior a
3,841 a 5% com 1 grau de liberdade) , confirmando a
condicdo monogénica do cariter. Outros acessos Parinari
apresentaram todas as plantas normais (Tabela 1). A
identificacdo dos clones portadores desse carater “Luteus-
Pa” dentro da série Parinari € de grande importancia
porque este pode ser utilizado como um marcador
genético. Um exemplo do uso, pode ser, como ferramenta
em teste de paternidade, como no caso de selecdes das
fazendas.Outra utilidade seria no caso de verificar erros
de identifica¢do no Banco Ativo de Germoplasma (BAG).
Os resultados encontrados até o0 momento foram em PA
30, 169 e 121 e neste trabalho PA 44, ndo indicando
com isso que somente esses acessos sdo portadores desse
cardter. O universo das sele¢cdes na familia Parinari feitas
por Pound ¢ muito extenso, e as identificacdes foram
feitas apenas, em parte dessas selecdes. Ainda nao foi
identificado este cardter em outras populagdes cacaueiras.
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NOTA CIENTIFICA

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA MURCHA-DE-CERATOCYSTIS DO
CACAUEIRO NA BAHIA, BRASIL
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A murcha-de-Ceratocystis, causada pelo fungo Ceratocystis cacaofunesta (ex-fimbriata), tem assumido importancia econdmica
naregido Sul da Bahia, Brasil, por causar morte de cacaueiros. Para se conhecer a distribui¢io geogréfica e a incidéncia nos cacauais,
foi realizado levantamento nas fazendas com suspeita de ocorréncia da doenga em margo de 2000, e também foram compilados os
registros da Clinica Fitopatolégica do CEPEC, no periodo de 2000 a 2005. Com base nos resultados obtidos verificou-se que a
doenca encontrava-se distribuida nos cacauais baianos, sendo observada em 42 fazendas de 22 municipios situados em nove
agrossistemas. No municipio de Uruguca foi encontrada a maior incidéncia (30 %), enquanto a média geral foi inferior a 1 %. No
Espirito Santo, a doenga ocorreu em trés fazendas do municipio de Linhares. Em todas as plantas doentes foram observadas lesdes
oriundas de cortes na base do caule. No levantamento realizado nas fazendas a doenga foi diagnosticada apenas na variedade
Theobahia e nos registros da clinica fitopatoldgica, além desta variedade, foi diagnosticada nos clones TSH 516, TSH 1188 e VB
618 e outros ndo identificados e também em hibridos com idade superior a 20 anos.

Palavras-chave: Ceratocystis cacaofunesta, C. fimbriata, mal-do-facao, Theobroma cacao.

Geographical distribution of cacao Ceratocystis wilt disease in Bahia State, Brazil. The
Ceratocystis wilt, caused by Ceratocystis cacaofunesta (ex-fimbriata), has assumed economic importance in the South Bahia
Region of Brazil, because it causes death of cacao plants. To know the geographical distribution and disease incidence, a survey
was done in cacao plantations of Bahia State on March, 2000. The records of the phytopathological clinic of CEPEC, during the
period 2000 to 2005 were also checked. The results showed spreading of the disease in cocoa plantations of Bahia State, which
was observed on 42 farms of 22 municipalities situated in nine agrosystems. The biggest incidence (30 %) was found in Uruguca
municipality, although the overall media was less than 1 %. In Espirito Santo State, the disease occurred on three farms of the
Linhares municipality. All diseased cocoa plants showed lesions originating from wounds on the stem base. During the survey
only the variety Theobahia was affected by the disease, but from records of the phytopathological clinic it also occurs in cacao
clones TSH 516, TSH 1188, VB 618, several non-identified cacao clones and hybrids over 20 years old.

Key words: Ceratocystis cacaofunesta, C. fimbriata, Theobroma cacao.
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Introducao

A ocorréncia da murcha-de-Ceratocystis, causada
pelo fungo Ceratocystis cacaofunesta Engelbrech &
Harrington (Engelbrech e Harrington, 2005),
anteriormente identificado como C. fimbriata Ellis &
Halsted, foi relatada por Bezerra et al. em 1998 (Oliveira
e Luz, 2005) causando morte de cacaueiros, Theobroma
cacao L., no Banco de Germoplasma do Centro de
Pesquisas do Cacau (Cepec) em Ilhéus na Bahia. Esta
doenca letal é de importancia econdmica porque reduz
drasticamente a popula¢@o de cacaueiros nas plantacdes.
Segundo Lass (1985), na Coldmbia, em 1955, houve
mais de 50 % de morte de cacaueiros, resultando no
declinio da produg¢do; no Equador, em 1970, somente
em um local morreram 40.000 cacaueiros; e, em
Trinidad, na década de 1950, essa doenga foi mais
importante que as outras observadas nos cacaueiros.

Apds a doenca vassoura-de-bruxa do cacaueiro
[Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer] ser detectada em
1989 no estado da Bahia, Brasil (Pereira et al., 1990), a
Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(Ceplac), visando ampliar o leque de recomendagdes
para o manejo integrado, através de uma medida de
controle mais duradoura, distribuiu aos agricultores, a
partir de 1997, sementes da variedade Theobahia (SCA
6 X ICS 1), considerada resistente a doenga. Um ano
depois do plantio, a Clinica Fitopatoldgica do Cepec
passou a receber constantemente amostras de cacaueiros
da variedade Theobahia com sintomas da murcha-de-
Ceratocystis. O material botinico trazido a Clinica
Fitopatoldgica justificou a realiza¢do de um levantamento
para conhecer a distribui¢do geogrifica e a incidéncia
dessa doenga nos agrossistemas da regido cacaueira
baiana.

Material e Métodos

No periodo de 13 a 27 de margo do ano 2000, foram
visitadas 65 fazendas perfazendo um total de 335.928
cacaueiros da variedade Theobahia, que era o unico
material genético com registro da infec¢do até a época
do levantamento e com histdrico de morte de cacaueiros
causada por C. cacaofunesta. As fazendas estavam
localizadas nos seguintes agrossistemas e municipios:
Almada (Ilhéus, Jugari e Uruguca); Camacan (Arataca,
Camacan e Santa Luzia); Canavieiras (Belmonte); Ipiat
(Ibirapitanga, Piraf do Norte e Ubatd); e Valenca (Itacaré,
Itubera e Una), conforme Silva e Leite (1988). Também
foram visitados plantios sem histérico da doenca, desde
que houvesse mais de 500 cacaueiros da variedade
Theobahia, tanto os seminais como os enxertados. Das
plantas com sintomas de murcha e que causaram duvidas
na identificacio do agente causal, foram retiradas amostras
e enviadas a Clinica Fitopatoldgica para diagndstico.

No periodo de abril de 2000 a outubro de 2005,
informagdes contidas nos laudos da Clinica Fitopatoldgica
foram acompanhadas para observar a disseminagdo do
patégeno e a evolugdo da doenga nos agrossistemas e o
tipo de populacdo de material genético infectado.

Resultados e Discussao

Em 15 fazendas de nove municipios, totalizando
128.900 plantas da variedade Theobahia, foram
registradas 877 plantas com sintomas da doenca,
resultando em incidéncia média inferior a 1 %. Nos
agrossistemas Almada e Camacan ocorreram as maiores
incidéncias, embora no municipio de Camacan o valor
foi inferior a média. Valores também baixos foram
encontrados nos demais agrossistemas (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia da murcha-de-Ceratocystis em cacaueiros da variedade Theobahia em agrossistemas do Sul da Bahia. Ano 2000.

Ne total de plantas

Agrossistema/ Municipio N° de fazendas . . Ne° de plantas doentes Incidéncia (%)
inspecionadas

Almada
[lhéus 1 3.000 100 3,34
Uruguca 2 1.800 241 13,39
Camacan
Arataca 1 2.500 44 1,76
Camacan 2 85.500 150 0,18
Santa Luzia 2 5.500 321 5,84
Canavieiras
Belmonte 3 22.500 16 0,08
Ipiad
Pirai do Norte 1 3.000 0,07
Ubata 1 100 1 1,00
Valenca
Itubera 2 5.000 2 0,04
Média 0,68
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Entretanto, no agrossistema Camacan foi encontrado o
maior nimero de fazendas (cinco) com plantas doentes.

Os maiores indices de incidéncia foram observados
na fazenda Novo Oriente, em Urucuca, onde 240
cacaueiros dos 800 inspecionados apresentaram-se
infectados, resultando em incidéncia de 30 %, e na
fazenda Nova Esperanga, em Santa Luzia, onde 320 dos
3.000 cacaueiros inspecionados estavam doentes,
resultando numa incidéncia de 10,7 %. Estes indices de
incidéncia evidenciaram a suscetibilidade da variedade
Theobahia a murcha-de-Ceratocystis, embora ndo tenha
sido observado morte de plantas enxertadas com esta
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Em todas as plantas que expressaram os sintomas da
doenga foram constadas lesdes desenvolvidas a partir de
cortes no tronco, posicionadas a altura do coleto, que
corresponderam a ferimentos realizados durante a rogagem,
a qual € feita com uso de fac@o. De acordo com Oliveira e
Luz (2005) o patégeno penetra principalmente através de
ferimentos deixados na planta durante as praticas de poda,
limpeza do solo, desbrota e colheita de frutos.

O levantamento nos laudos emitidos pela Clinica
Fitopatoldgica evidenciou a presenca da doenca em 30
fazendas, localizadas nos agrossistemas (Figura 1)
Almada (Ibicarai, Ilhéus, Itajuipe, Lomanto Junior e

variedade durante o periodo de inspecao. Uruguca), Camacan (Camacan), Canavieiras
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Figura 1 - Distribui¢do geografica da murcha-de-Ceratocystis do cacaueiro na Bahia.
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(Canavieiras), Itamaraji (Guaratinga), Ipiad (Aiquara,
Gandu, Gongogi, Ipiati e Ubatd), Jiquirica (Ubaira), Porto
Seguro (Eundpolis), Rio Doce (Linhares) e Valenca
(Camamu, Itacaré e Ituberd). O patdgeno foi observado
nos clones TSH 516, TSH 1188, VB 618 e outros niao
especificados; na variedade Theobahia; e em hibridos com
idade superior a 20 anos. A diversidade do material
genético atacado pelo patdgeno € uma evidéncia de que a
variedade Theobahia ndo € o tnico material genético
suscetivel em condicdes de campo, embora o TSH 516
tenha o mesmo genétipo dessa variedade. Estudos in vivo,
realizados em laboratério por Silva et al. (2004),
mostraram que vdrios clones de cacaueiros foram
suscetiveis a um isolado do patdgeno obtido de cacaueiro
da Bahia. Constatou-se que o isolado era muito agressivo
ao se observar a suscetibilidade do clone IMC 67, quando
a sua reacdo conhecida era de resisténcia (Delgado e
Echandi, 1965; Espinosa, 1968; Soria e Salazar, 1965;
Delgado e Sudrez, 2003). Estas informagdes permitem
prever que outros materiais genéticos de cacaueiros, tanto
os distribuidos pela CEPLAC aos agricultores como
aqueles selecionados pelos proprios agricultores, podem
ser infectados pelo patégeno.

Nos resultados obtidos observou-se que a doenga foi
encontrada em 42 fazendas de 22 municipios situados
em oito agrossistemas da regidio cacaueira do Sul da Bahia
(Figura 1) e em trés fazendas de um municipio do
agrossistema Rio Doce no Espirito Santo. Portanto, a
doenga encontra-se distribuida nos cacauais baianos, além
de ter sido encontrada também no Espirito Santo em 2001.
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