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Centro de Pesquisas do Cacau, Ilhéus, Bahia, Brasil

Microcyclus ulei NA BAHIA: BASE PARA ESTUDO POPULACIONAL*

Eliane Leal Candeias’, Edna Dora Martins Newman Luz’ , Givaldo Rocha Niella?, José
Jefferson Costa Miranda’, Cristiane Duarte dos Santos’

'"UESC, Universidade Estadual de Santa Cruz, km 16, Rod. I1héus-Itabuna, 45650-000, Ilhéus, Bahia, Brasil.
agrcandeias@hotmail.com; 2CEPLAC/CEPEC, Caixa Postal 07, 45.600-970, Itabuna, Bahia, Brasil. ednadora@cepec.gov.br,
gniella@cepec.gov.br; SFTC. Praga José Bastos, 55, Centro, 45600-081, Itabuna, Bahia, Brasil. jeffersonbask@gmail.com

*Parte da Dissertacao de Mestrado do primeiro autor - Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus - Bahia

O fungo Microcyclus ulei é o agente causal do mal-das-folhas, principal doenga da seringueira, constituindo-
se em um fator limitante a expansdo da cultura no Brasil e ainda uma ameaga constante a outros paises produtores
de borracha. O controle genético ¢ uma ferramenta importante no manejo integrado desta doenga e para isso torna-
se necessario a constru¢do de uma micoteca do patéogeno. Portanto, o objetivo do trabalho foi estabelecer uma
colecdo de isolados do patdgeno, coletados em diferentes locais e regides produtoras de seringueira, no Estado da
Bahia, para estudos de variabilidade genética, morfologica e patologica, determinagao de ragas fisiologicas e
selecdo de clones para resisténcia a doenca. Assim sendo, foliolos jovens infectados foram coletados em cinco
sub-polos (SP) heveicolas deste Estado, correspondendo aos seguintes municipios: SP1 - Itubera e Igrapiuna; SP2 -
Porto Seguro, Guaratinga e Eunapolis; SP3 - Itamaraj; SP4 - Uruguca e SP5 - Una. As amostras foram oriundas de
cinco fazendas de cada sub-polo, sendo georeferenciadas 30 plantas por fazenda. No Laboratorio de Micologia do
Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) realizou-se o isolamento das amostras, transferindo-se conidios presentes
nas lesdes em foliolos, diretamente para placas de Petri com o meio MC8. Processaram-se 515 amostras resultando
na obtengao de 132 isolados: 14 no SP1, 52 no SP2, cinco no SP3, 45 no SP4, 16 no SP5. Melhor aproveitamento das
amostras registrou-se no SP2 (64,2%) ¢ SP4 (49,5%), demonstrando que o sucesso nos isolamentos depende da
qualidade dos foliolos (jovens e com lesdes novas) e da rapidez com que as amostras sdo processadas. Menores
numeros de isolados foram obtidos em amostras processadas com mais de 48 h de coleta em fungao, principalmente,
das contaminagdes. O patdgeno estd amplamente disseminado nos subpolos avaliados, porém em Itubera encontrou-
se o maior percentual de plantas infectadas e em Una o menor. Obteve-se uma colegio representativa da diversidade
do polo heveicola da Bahia.

Palavras-chave: Hevea brasiliensis, mal-das-folhas, micoteca, biogeografia

Microcyclus ulei in Bahia: basis for a populatinal study. Microcyclus ulei is the causal
agent of South American leaf blight the main disease problem of rubber tree in plantations of Bahia. The present
research aimed to collect and isolate M. ulei from rubber plantations of South Bahia in order to obtain a culture
collection that represents the pathogen population of that region as a subsidy for further studies of genetic,
morphologic and pathologic variation, determination of physiological races and selection of clones for disease
resistance. The rubber tree growing pole of South Bahia was divided in five sub-poles (SP) comprising the following
municipalities: SP1 - Itubera and Igrapiuna; SP2 - Porto Seguro, Guaratinga and Eunapolis; SP3 - Itamaraju; SP4 -
Uruguca and SP5 - Una. From each SP five farms were sampled and young leaflets infected by M. ulei were collected
from 30 georeferenced plants per farm. The isolations were done at the mycology laboratory of CEPEC transferring
conidia from the leaf lesions directly to Petri dishes containing MC8 culture medium. From 515 processed samples
132 isolates were obtained: 14 from SP1, 52 from SP2, 5 from SP3, 45 from SP4 and 16 from SP5. Better success on
isolation were obtained from samples of SP2 (64.2%) and SP4 (49.5%) in which young leaflets with new lesions were
collected and processed within 24 h. Smaller numbers of isolates were obtained from samples processed over 48 h
of collection due mainly from contamination with other fungi. The pathogen is widespread in Bahia rubber tree
plantations and the highest percentage of infected plants was observed in Itubera and lowest in Una. A culture
collection was obtained with isolates representing the pathogen diversity in the region.

Key words: Hevea brasiliensis, South American leaf blight, mycological collection, biogeography
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Introducao

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr.
de Juss.) Muell. Arg.] planta nativa da Amazonia, foi
introduzida na Bahia, no ano 1908, como uma estratégia
de escape a doenca mal-das-folhas, que havia
devastado os plantios comerciais do Norte do Brasil
(Rocha, 1972). Atualmente, a cultura se encontra
distribuida em varios municipios baianos que constituem
mais um polo heveicola no Brasil, sendo responsavel
por 14,2% da producdo nacional de borracha natural
(IBGE, 2011). Os plantios comerciais inicialmente
formados no Sul da Bahia foram em monocultura, os
mais recentes vém sendo implantados utilizando a
seringueira, como arvore de sombra permanente, em
sistemas agroflorestais (SAFs) com o cacaueiro e, ou,
com outros cultivos alimentares, entre outras vantagens
por diminuirem a necessidade de se empregar
defensivos quimicos, proporcionando maior estabilidade
econdmica aos produtores (Marques et al., 2012).

Existem outras doencas que estdo presente nas
plantacdes de seringueira, mas nenhuma delas limita a
expansdo da heveicultura na Bahia tanto quanto o mal-
das-folhas, causado pelo Ascomycota Microcyclus
ulei (P. Henn.) v. Arx. E facil entender a importancia
econdmica desta doenca, ao rever a historia do cultivo
da seringueira verificando os fracassos nas inumeras
tentativas de implantacdo da heveicultura em varios
paises das Américas do Sul e Central, como: Brasil,
Suriname e Republica Cooperativa da Guiana, Trinidad,
Panama e Costa Rica (Gasparotto et al., 1997). Na
Bahia, o entusiasmo inicial dos produtores foi
desestimulado com o aparecimento dessa doenga, que,
somente no municipio de Una, dado a severidade do
patdgeno, tornou improdutivo cerca de 8.000 dos 15.000
hectares implantados com seringueira (Rocha, 1972).
Ainda segundo este autor, a situagdo ndo foi tdo
diferente nos demais municipios do Sul da Bahia,
principalmente devido a elevada suscetibilidade dos
clones a época plantados e as condigdes climaticas
muito favoraveis ao desenvolvimento e disseminagao
da enfermidade (Rocha, 1972).

A severidade do M. ulei nesses seringais foi
tamanha que promoveu perdas acentuadas em
produtividade e producdo de borracha, contribuindo
para a reducdo da participacdo da produgao baiana de
borracha no mercado nacional de 29 % para pouco
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mais de 10% (SUDHEVEA, Anuario Estatistico
1978). Com isso, a Bahia, que ocupava o primeiro lugar
na producdo nacional, nos anos 1980, perdeu a
hegemonia para o Estado de Sao Paulo e, atualmente,
segundo dados do IBGE (2011), ocupa o segundo lugar
na producdo nacional de borracha natural com a
participagdo de 14,2%.

Segundo Mattos et al. (2003), o Sul da Bahia
possui condigdes favoraveis ao desenvolvimento do
ciclo do patdégeno durante todo o ano e, Honorato
Junior (2010), relata que este fato contribui para um
aumento na exposicao dos foliolos jovens ao M. ulei
por um periodo maior porque as plantas localizadas
nas baixadas e nas encostas estdo mais vulneraveis
a infeccao do fungo. Comumente a seringueira
apresenta apenas um fluxo de reenfolhamento ao ano
(Gongalves e Marques, 2008; Furtado, 1990). Porém,
nas condi¢des do Sul da Bahia, devido a alta
severidade da doenga, pode ocorrer um segundo
reenfolhamento, causando alteracdo da fenologia da
cultura (Honorato Junior, 2010).

Em estudos sobre o zoneamento agroclimatico para
a heveicultura, Cecilio et al. (2006) determinaram uma
classificagdo (Classes de A a G), desde as areas aptas
as inaptas ao plantio comercial da seringueira,
considerando as condi¢des climaticas e os riscos da
ocorréncia do mal-das-folhas. A Classe A,
considerada area apta a heveicultura, apresenta
condi¢des térmicas e hidricas satisfatorias, estando
praticamente livre do mal-das-folhas. Possui
evapotranspiragao real anual (ETR) superior a 900
mm, déficit hidrico anual (Da) entre 0 ¢ 200 mm,
precipitacdo total anual (Pa) entre 1400 ¢ 1600 mm
e excedente hidrico anual (Ea) inferior a 200 mm.
Ainda segundo esses autores, no sentido Norte-Sul
ha duas grandes areas plenamente aptas a
heveicultura, com probabilidade de ocorréncia do mal-
das-folhas praticamente nula. A primeira, localizada
mais ao norte da Bahia, e estendendo-se na direcdo
leste, desde o municipio de Coragdo de Maria até o
litoral e na direcdo norte até a divisa com o Estado
de Sergipe, e a segunda localizada mais ao Sul da
Bahia, indo desde o municipio de Ibirapitanga até
atingir o litoral nas proximidades de Porto Seguro.
Outras duas pequenas areas também dessa mesma
classe estdao presentes nos municipio de Teolandia e
de Alcobacga.
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Pensando nas possibilidades de expansdo da
heveicultura na Bahia, principalmente com o enfoque
em SAFs, que tém boa adequagdo para a vocagio
agricola da regido Sul do Estado, objetivou-se com esta
pesquisa coletar folhas infectadas para isolamento de
M. ulei e formagdo de uma colegdo de isolados
representativos do polo heveicola da Bahia para
subsidiar futuros estudos sobre a sua variabilidade
genética, morfoldgica e patologica reforgando o
programa de melhoramento genético da seringueira
na Bahia.

Material e Métodos

Coletas

As coletas foram realizadas no polo heveicola da
Regido Sul da Bahia que para facilitar o
desenvolvimento do trabalho foi dividido em cinco sub-
polos formados, por um ou mais municipios localizados
proximos, onde ha plantios de seringueira, sendo: SP1
- Itubera/Igrapitina, SP2 - Porto Seguro/Guaratinga/
Eunapolis, SP3 - Itamaraju, SP4 - Urucuca e SP5 -
Una (Figural). Cinco fazendas em cada municipio

N

1:40.000.000

UTM - SIRGAS 2000
Fonte: Instituto Brasileiro de Geogrfia e Estatistica - IBGE

Municipios em que ocorreram as coletas
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Figura 1 - Localizagio dos sub-polos heveicolas do Estado da Bahia, onde foram coletados foliolos de seringueira infectados por M. ulei.
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foram visitadas durante os meses de fevereiro a
setembro de 2011 e coletadas 30 amostras de foliolos
infectados por fazenda, ou seja, 150 por sub-polo,
aleatoriamente dentro do plantio utilizando o método
de caminhamento em “W” e levando em consideragao
apenas as plantas que apresentavam sintomas em
folhas jovens, aproximadamente no mesmo estadio de
desenvolvimento. As amostras compostas (foliolos de
varios ramos) por planta foram coletadas com o uso
do poddo. Todos os pontos de coleta foram
georefenciados e as coordenadas geograficas por
planta amostrada estdo na Tabela 2. As amostras assim
obtidas foram colocadas em sacos de papel,
identificadas, armazenadas em caixa de isopor e
transportadas para o laboratorio de micologia do
CEPEC para isolamento de M. ulei.

Obtencao dos isolados
O isolamento foi realizado transferindo-se conidios
presentes nas lesdes em foliolos jovens, diretamente

para placas de Petri com o meio MCS8 [agar 20g,
sacarose 10g, batata 250g, cloranfenicol 0,15 g, KH,PO,
2g, treonina 0,25mg (1L de solucdo estoque), triptofano
0,25g (1pL de solucdo estoque) e cloridrato de lisina
10mg (1uL de solugdo estoque) e 4gua para completar
1L], com o pH ajustado para 5 + 0,2, conforme
metodologia descrita por Junqueira et al. (1984).

Para todas as amostras foram utilizadas trés placas
com meio de cultura, cada uma delas com trés pontos
de transferéncia. Em seguida as placas foram
incubadas a temperatura de 24°C em luz constante
(Figura 2).

Apds o crescimento, fragmentos de 0,3 + 0,1cm
das bordas das coldnias puras foram transferidos para
tubos de ensaio com MC8 em quatro replicas por
isolado, sendo levemente pressionados sobre uma
perfuragdo feita no centro do meio para garantir a sua
fixacdo. As placas foram mantidas em camaras de
germinagao do tipo BOD (Biochemical Oxigen
Demand) a temperatura de 24°C no escuro (Figura 3).

Figura 2 - Isolamento de M. ulei: A - foliolo jovem com lesdes conidiais; B - captura de conidios em uma lesdo no foliolo; C -
transferéncia de conidios para placa de Petri contendo o meio MC8; D - colonias apos 12 dias de incubagao.
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Figura 3 - Culturas de M. ulei: A-B colénias do fungo em placa e em tubo de ensaio; C-D repicagem para multiplicagdo do isolado; E-
coldnia original e repicada; F- armazenamento

Para identificag@o dos isolados utilizaram-se codigos
compostos de letras e numeros que indicam o local de
plantio e a fazenda de onde foram isolados, assim, todos
os isolados com a mesma letra e nimero foram obtidos
do mesmo plantio, a exemplo dos isolados B4.24B e
B4.1B, onde o numero subsequente refere-se ao
nimero da arvore que foi georeferenciada e de onde
as amostras de foliolos infectados foram coletadas.

Resultado

Durante as coletas observou-se que o patdogeno esta
disseminado nos sub-polos visitados, nao sendo dificil
encontrar plantas infectadas em todos eles. De 25
fazendas visitadas apenas em uma, conjunto Santa Rita,
localizada no municipio de Itamaraji, ndo foram

encontradas arvores com sintomas do mal-das-folhas.
Era um seringal ainda n2o produtivo, com
aproximadamente trés anos de idade.

O estadio de desenvolvimento da infec¢do nas
plantas variou muito de local para local, o que
impossibilitou as coletas em algumas fazendas no
municipio de Eunapolis, pois as folhas ja estavam no
estadio de lixa. Nas amostras em que os foliolos nio
estavam no estadio inicial de infec¢do, fase conidial
do patdgeno, o procedimento de isolamento de M. ulei
nao obteve sucesso devido, principalmente, a
contaminagdes.

As coldnias do patdogeno comegaram a ficar visiveis
no meio de cultura entre oito e 20 dias do isolamento e
quando estabelecidas eram transferidas para tubos de
ensaio com MCS para evitar o ressecamento do meio
nas placas e também contaminagdes. Apos 20 dias,
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quando ndo se notou crescimento nos pontos onde os
conidios foram aderidos ao meio de cultura, as placas
eram descartadas.

Foram processadas 515 amostras procedentes dos
diferentes locais de coleta que resultaram na obtengao
de 132 isolados sendo: 14 no SP1 (Itubera e Igrapituna),
52 no SP2 (Porto Seguro, Guaratinga e Eunapolis), cinco
no SP3 (Itamaraju), 45 no SP4 (Uruguca) e 16 no SP5
(Una) (Tabela 1). O melhor aproveitamento das
amostras registrou-se no SP2 (64,2%) e no SP4 (49,5%),
demonstrando que o sucesso nos isolamentos depende

Tabela 1 - Sub-polo, municipios, fazendas e nimeros de amostras e isolados

da qualidade dos foliolos (jovens e com lesdes novas) e
da rapidez com que as amostras foram processadas.
Para estes sub-polos o tempo entre a coleta ¢ o
processamento das amostras ficou entre 24 e 48 horas.
Enquanto para os demais excedeu as 48 horas.
Menores nimeros de isolados foram obtidos em
amostras processadas com mais de 48 h de coleta em
fun¢do das contaminagdes, pois embora acondicionados
em sacos de papel e mantidos em caixas de isopor, 0s
foliolos liberavam umidade nos sacos possibilitando a
formagdo de ambiente propicio ao desenvolvimento
de micélio de outros fungos presentes nas
folhas ou de esporos que estavam no ar nos

de M. ulei locais de coleta. Sugere-se que se faga o
L Total de  Total isolamento “in loco” nas proximas coletas
Sub-polo  Municipio Fazendas . .-
amostra  isolado em locais distantes.
Pinha 29 0 Quanto a ocorréncia da doenca, foi
Primavera 14 3 possivel notar que o maior percentual de
SP1 Ituberd Lagoa Santa 26 1 plantas com sintomas visuais de M. ulei foi
Canta Galo 30 0 observado no municipio de Itubera,
Morro Alto 29 5 enquanto que em Una, este percentual foi
Sub-total 128 14 duas vezes menor. Atribui-se ao fato de que
Porto Seguro _ Lucikatia 1 0 na .reg.iﬁo de Itgberé hé'uma maior
Guaratinga ~ Nova Aurora 12 0 variabilidade genética envolvida nos clones
SP2 Porto Seguro  Nascente 1 7 utilizados na formacao dos plantios e isto
Eunépolis Bubalina 30 45 muito provavelmente favoreceu uma
Eunépolis Batalha 17 0 maior adaptacao ou o desenvolvimento de
Sub-total 81 52 “racas fisiologicas” altamente virulentas
Estancia e Prata 30 3 (Junqueira et ,al" 1988).
Conjunto Amizade 2% 5 Cento e trinta e duas culturas puras de
Sp3 Ttamaraji 13 Pontos 11 0 M. ulei (Tabela 2) foram depositadas na
Conjunto Santa Rita 1 0 micoteca do Cepec, representando, em parte,
Reserva Santa Helena 30 0 a diversidade da populagdo do patdgeno
Sub-total 98 5 presente no polo heveicola da Bahia.
Sempre Viva 22 9
Dois de Ouro 30 13
SP4 Uruguca Reunidas Mucambo 4 6 Discussao
21 de Junho 14 7
Divisdo 21 10 A formacdo de uma colecdo contendo
Sub-total 9 45 isolados de locais os mais diversificados
Bolandeira 12 2 possiveis dentro de uma regidao ¢ um
Estagdo Experimental (CEPLAC) 30 2 importante passo para a realizacdo de
SP5 Una Gislania/Esmeralda 15 9 estudos sobre a diversidade de qualquer
Piruna 30 2 patogeno. No caso especifico da presente
Col6nia Japonesa 30 ! pesquisa se buscou obter isolados de M. ulei,
Sub-total 17 16 importante patdgeno da seringueira, visando
Total 515 132 viabilizar estudos futuros.
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Tabela 2 - Isolado, sub-polo, municipio, clone, nimero e coordenadas geograficas das plantas de onde foram coletados os isolados de
M. ulei

Isolado Sup-polo Municipio Clone N° da planta S/W*
1 SP1 Itubera Desconhecido 2.13 13°41.87° 39°09.50°
2 SP1 Itubera Desconhecido 2.14 13°41.86> 39°09.47°
3 SP1 Itubera Desconhecido 2.14 13°41.86° 39°09.47°
4 SP1 ITtubera Desconhecido 2.5 13°41.85” 39°09.55°
5 SP1 ITtubera Desconhecido 2.5 13°41.85” 39°09.55’
6 SP1 ITtubera Desconhecido 2.5 13°41.85” 39°09.55°
7 SP1 Itubera Desconhecido 2.6 13°41.85> 39°09.54°
8 SP1 Itubera Desconhecido 2.6 13°41.85> 39°09.54°
9 SP1 Itubera Desconhecido 3.17 13°40.93> 30°10.49°
10 SP1 ITtubera IAN 717 5.11 13°45.75> 39°16.37°
11 SP1 ITtubera IAN 717 5.2 13°45.83> 39°16.33’
12 SP1 ITtubera IAN 717 5.2 13°45.83> 39°16.33’
13 SP1 Itubera IAN 717 5.7 13°45.78> 39°16.35’
14 SP1 Itubera IAN 717 5.7 13°45.78> 39°16.35’
15 SP2 Eunapolis Fx 985 4.10 16°23.33> 39°30.13°
16 SP2 Eunapolis Fx 985 4.13 16°23.36” 39°30.14°
17 SP2 Eunapolis Fx 985 4.13 16°23.36” 39°30.14°
18 SP2 Eunapolis Fx 985 4.16 16°23.50° 39°30.15°
19 SP2 Eunapolis Fx 985 4.17 16°23.42> 39°30.13°
20 SP2 Eunapolis Fx 985 4.18 16°23.43> 39°30.12°
21 SP2 Eunapolis Fx 985 4.19 16°23.42> 39°30.09’
22 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.1 16°23.38> 39°30.01°
23 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.1 16°23.38> 39°30.01°
24 SP2 Eunapolis Fx 985 4.22 16°23.41° 39°30.07°
25 SP2 Eunapolis Fx 986 4.24 17°23.41° 39°30.08’
26 SP2 Eunapolis Fx 985 4.24 16°23.41” 39°30.06’
27 SP2 Eunapolis Fx 985 4.24 16°23.41> 39° 30.06
28 SP2 Eunapolis Fx 985 4.25 16°23.39” 39° 30.08
29 SP2 Eunapolis Fx 985 4.25 16°23.39” 39°30.08’
30 SP2 Eunapolis Fx 985 4.25 16°23.39” 39°30.08’
31 SP2 Eunapolis Fx 985 4.26 16°23.38” 39°30.09’
32 SP2 Eunapolis Fx 985 4.27 16°23.39” 39°30.10°
33 SP2 Eunapolis Fx 985 4.28 16°23.38” 39°30.10°
34 SP2 Eunapolis Fx 985 4.28 16°23.38> 39°30.10°
35 SP2 Eunapolis Fx 985 4.28 16°23.38> 39°30.10°
36 SP2 Eunapolis Fx 985 4.28 16°23.38> 39°30.10°
37 SP2 Eunapolis Fx 985 4.29 16°23.37° 39°30.09°
38 SP2 Eunapolis Fx 985 4.29 16°23.37° 39°30.09’
39 SP2 Eunapolis Fx 985 4.29 16°23.37° 39°30.09°
40 SP2 Eunapolis Fx 985 4.29 16°23.37° 39°30.09°
41 SP2 Eunapolis Fx 985 4.29 16°23.37° 39°30.09°
42 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.2 16°23.40° 39°29.98°
43 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.2 16°23.40° 39°29.98’
44 SP2 Eunapolis Fx 985 4.30 16°23.37" 39°30.10'
45 SP2 Eunapolis Fx 985 4.30 16°23.37" 39°30.10'
46 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
47 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.4 16°23.38" 39°30.02'
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Continuagao Tabela 2
Isolado Sup-polo Municipio Clone N° da planta S/W*
48 SP2 Eunapolis RIMM 600 44 16°23.38" 39°30.02'
49 SP2 Eunapolis RIMM 600 4.4 16°23.38" 39°30.02'
50 SP2 Eunapolis Fx 985 4.5 16°23.33" 39°30.08'
51 SP2 Eunapolis Fx 985 4.5 16°23.33' 39°30.08'
52 SP2 Eunapolis Fx 985 4.5 16°23.33' 39°30.08'
53 SP2 Eunapolis Fx 985 4.8 16°23.34" 39°30.10'
54 SP2 Eunapolis Fx 985 4.8 16°23.34" 39°30.10'
55 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
56 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
57 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
58 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
59 SP2 Eunapolis Fx 985 4.9 16°23.32" 39°30.09'
60 SpP2 Porto Seguro Desconhecido 3.11 16°23.87" 39°04.66'
61 Sp2 Porto Seguro Desconhecido 3.11 16°23.87" 39°04.66'
62 Sp2 Porto Seguro Desconhecido 32 16°22.82' 39°04.81'
63 Sp2 Porto Seguro Desconhecido 3.5 16°22.82' 39°04.83'
64 SpP2 Porto Seguro Desconhecido 3.5 16°22.82' 39°04.83'
65 SpP2 Porto Seguro Desconhecido 3.6 16°22.82' 39°04.82'
66 Sp2 Porto Seguro Desconhecido 3.7 16°22.82' 39°04.83'
67 SP3 Itamaraji Desconhecido 1.20 16°57.06' 39°33.62'
68 SP3 Itamaraji CDC 312 1.2 16°57.08' 39°33.64'
69 SP3 Itamaraji CDC 312 1.2 16°57.08' 39°33.64'
70 SP3 Itamaraju Desconhecido 2.18 17°00.69' 56°48.35'
71 SP3 Itamaraju P¢é franco 2.2 17°00.72' 40°48.69'
72 SP4 Uruguca Desconhecido 2 14°26.61' 39°18.78'
73 SP4 Uruguca Desconhecido 2 14°26.61' 39°18.78'
74 SP4 Uruguca Desconhecido 3 14°26.63' 39°18.80'
75 SP4 Uruguca Desconhecido 5 14°26.64' 39°18.81'
76 SP4 Uruguca Desconhecido 5 14°26.64' 39°18.81'
77 SP4 Uruguca Desconhecido 5 14°26.64' 39°18.81'
78 SP4 Uruguca Desconhecido 1.14 14°31.05' 39°12.37'
79 SP4 Uruguca Desconhecido 1.14 14°31.05' 39°12.37'
80 SP4 Uruguca Desconhecido 1.16 14°31.05' 39°12.36'
81 SP4 Uruguca Desconhecido 1.2 14°31.06' 39°12.32'
82 SP4 Uruguca Desconhecido 1.2 14°31.06' 39°12.32'
83 SP4 Uruguca Desconhecido 1.2 14°31.06' 39°12.32'
84 SP4 Uruguca Desconhecido 1.3 14°31.15' 39°12.41"
85 SP4 Uruguca Desconhecido 1.3 14°31.15" 39°12.41"
86 SP4 Uruguca Desconhecido 1.5 14°31.01'" 39°12.34'
87 SP4 Uruguca Desconhecido 2.15 14°32.29' 39°18.65'
88 SP4 Uruguca Desconhecido 2.15 14°32.29' 39°18.65'
89 SP4 Uruguca Desconhecido 2.16 14°32.31' 39°18.65'
90 SP4 Uruguca Desconhecido 2.18 14°32.32" 39°18.64'
91 SP4 Uruguca Desconhecido 2.18 14°32.32' 39°18.64'
92 SP4 Uruguca Desconhecido 2.20 14°32.31' 39°18.61'
93 SP4 Uruguca Desconhecido 2.22 14°32.31' 39°18.61'
94 SP4 Uruguca Desconhecido 2.22 14°32.31' 39°18.61'
95 SP4 Uruguca Desconhecido 2.23 14°32.30" 39°18.62'
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96 SP4 Uruguca Desconhecido 2.23 14°32.30" 39°18.62'
97 SP4 Uruguca Desconhecido 2.23 14°32.30" 39°18.62'
98 SP4 Uruguca Desconhecido 2.30 14°32.26' 39°18.60'
99 SP4 Uruguca Desconhecido 1.16 14°31.05' 39°12.36'
100 SP4 Uruguca Desconhecido 4.11 14°28.11" 39°17.08
101 SP4 Uruguca Desconhecido 4.13 14°28.11'" 39°17.09'
102 SP4 Uruguca Desconhecido 4.13 14°28.11'" 39°17.09'
103 SP4 Uruguca Desconhecido 4.1 14°27.97" 39°17.01"
104 SP4 Uruguca Desconhecido 4.1 14°27.97" 39°17.01"
105 SP4 Uruguca Desconhecido 4.5 14°27.95" 39°16.98'
106 SP4 Uruguca Desconhecido 4.5 14°27.95" 39°16.98'
107 SP4 Uruguca Desconhecido 5.10 14°32.17" 39°23.54'
108 SP4 Uruguca Desconhecido 5.11 14°32.16' 39°23.55'
109 SP4 Uruguca Desconhecido 5.12 14°32.16' 39°23.55'
110 SP4 Uruguca Desconhecido 5.15 14°32.13" 39°23.57'
111 SP4 Uruguca Desconhecido 5.16 14°32.13" 39°23.57'
112 SP4 Uruguca Desconhecido 5.16 14°32.13" 39°23.57'
113 SP4 Uruguca Desconhecido 5.2 14°32.58' 39°23.32'
114 SP4 Uruguca Desconhecido 5.3 14°32.58' 39°23.33'
115 SP4 Uruguca Desconhecido 5.3 14°32.58' 39°23.33'
116 SP4 Uruguca Desconhecido 5.5 14°32.59' 39°23.35'
117 SP5 Una Desconhecido 1.26 15°17.52" 39°03.17'
118 SP5 Una Desconhecido 1.29 15°17.52" 39°03.15'
119 SP5 Una Desconhecido 3.13 15°17.45" 39°04.54'
120 SP5 Una Desconhecido 33 15°17.46" 39°04.49'
121 SP5 Una Desconhecido 5.27 15°15.59" 39°10.54'
122 SP5 Una P¢ franco 6.3 15°17.79' 39°04.68'
123 SP5 Una P¢ franco 6.3 15°17.79' 39°04.68'
124 SP5 Una FDR 5788 7.3 15°17.53" 39°03.17'
125 SP5 Una FDR 5788 7.4 15°17.52" 39°03.16'
126 SPS Una FDR 5788 7.4 15°17.52" 39°03.16'
127 SP5 Una FDR 5788 7.4 15°17.52" 39°03.16'
128 SP5 Una FDR 5788 7.4 15°17.52  39°03.16'
129 SP5 Una P¢ franco 7.8 15°17.33' 39°03.09'
130 SP5 Una P¢ franco 7.8 15°17.33" 39°03.09'
131 SP5 Una P¢ franco 7.8 15°17.33" 39°03.09'
132 SP5 Una CDC 312 7.1 15°17.57" 39°03.26'

*S/W =Sul/Oeste.

Como a expressao dos sintomas do mal-das-folhas
depende diretamente da idade dos foliolos e da
suscetibilidade clonal, além do patdégeno apresentar
diferentes fases em seu ciclo de vida (Gasparotto et
al.,1997), ¢ necessario que, para realizar isolamento
com sucesso, se tenha o cuidado de escolher no campo
as folhas em estado adequado, tendo em vista os
esporos que se pretende isolar. Em foliolos jovens, pos-

caducifolismo, que foram infectados por ascosporos,
inoculo primario para infec¢ao nos seringais (Holliday,
1970), formam-se lesdes levemente escurecidas de
formato circular angular, que causam enrugamento no
limbo. Geralmente nessas lesoes é possivel observar
uma massa de conidios (Fusicladium macrosporum
J. Kuijper), verde-oliva ou cinza-escuro, com aspecto
feltroso, muito facil de diferenciar da fase de lixa,
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comumente encontrada em foliolos maduros que
apresentam aspecto aspero devido aos estromas, onde
se formam primeiro a fase espermogonial e, depois, a
fase pseudotecial, com ascos e ascosporos (Holliday,
1970). Portanto, a utilizagao da fase conidial para
isolamento do patdgeno, que consiste na transferéncia
de conidios para meio de cultura em placa de Petri
(isolamento direto), é essencial para a obtencao de
maior nimero de isolados. O isolamento a partir de
ascosporos € possivel, porém, mais trabalhoso e
demorado.

Gasparotto et al. (1997), ja afirmavam que o
isolamento de M. ulei deve ser feito com foliolos
jovens, recém coletados, com lesdes bem esporuladas
e secas que estejam isentas de agua de chuva, orvalho
ou umidade proveniente de camara timida. Junqueira
et al. (1984) atestam que para obter maior
porcentagem de germinacdo de conidios ¢
recomendavel que se faga a inoculacgao e, ou,
isolamento em meio de cultura o mais rapido possivel.

No presente trabalho foi notado que quanto mais
rapido foi o processamento das amostras maior foi o
sucesso na obtencao dos isolados, tendo ocorrido mais
contaminagdes nas amostras provenientes dos sub-
polos mais distantes da sede ou que demoraram mais
de 48 horas para serem processadas. Por este
motivo, recomenda-se que, na impossibilidade de
processar rapidamente as amostras em laboratoério,
que o isolamento seja tentado ainda no campo. Para
tanto, improvisando as condi¢des assépticas e
transportando binocular estereoscopica e placas com
meio de cultura para o préprio local da coleta.

O atraso no isolamento das amostras também
pode causar perda na viabilidade dos conidios,
embora, Holliday (1970), assegure que a habilidade
de germinagdo dos conidios ndo decres¢a mais que
50% apo6s dois ou trés dias, desde que os conidios
secos nao sejam expostos diretamente a luz, mesmo
que de baixa intensidade. O autor afirma também
que sob condigdo experimental, apds 10 dias de
deposi¢ao em uma lamina de vidro, no escuro e sob
temperatura moderada, acima de 25% dos conidios
germinaram. Em um outro estudo, Chee (1976)
relatou que a formagao de conidios em clones
suscetiveis ocorre cinco a nove dias apds a infeccao.

Neste estudo, as amostras coletadas
permaneceram no escuro durante todo o periodo de
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transporte, porém estiveram expostas a luz durante
o processo de selecdo dos melhores foliolos e lesdes
para isolamento. Chee (1976) afirma que os conidios
de M. ulei mantiveram-se vidveis por mais tempo
quando as folhas com lesdes foram mantidas em um
dessecador. Esta precaugdo pode ser também
adotada quando for necessario manter as folhas no
laboratorio até se ter certeza que a tentativa de
isolamento resultou em sucesso, o que pode demorar
em torno de 15 dias, conforme observado neste
trabalho.

Atribuem-se as contaminag¢des com outros fungos
como a principal causa do baixo nimero de isolados
obtidos (Tabela 1). E sabido que o M. ulei cresce
muito vagarosamente em meio de cultura,
independentemente do tipo de meio e das variagdes
de pH, temperatura e regime de luz, conforme
salientado por Holliday (1970); Chee (1978); Lieberei
et al. (1983) e Junqueira et al. (1984).

E importante mencionar que dentre os municipios
prospectados, apenas em Itamaraju nao foi constatado
plantas com sintomas do mal-das-folhas, pois o
seringal em fase inicial de crescimento, com
aproximadamente trés anos de idade, nao tinha
adquirido o habito de troca foliar, portanto ndo haviam
foliolos jovens. Como se sabe, as seringueiras somente
a partir do quarto ou quinto ano de idade passam a
renovar as folhas a cada ano, ou seja, a apresentarem
o fendmeno de caducifolismo (Gongalves e Marques,
2008; Gasparotto et al., 1997). Portanto, este fato
explica a auséncia de foliolos jovens em quantidade
suficiente para infec¢do, por conidios ou ascdsporos
provenientes de plantios adjacentes, uma vez que nao
existiam pseudotécios nas folhas de seringueira caidas
ao solo até entdo.

A colecao constituida pelos 132 isolados
resultantes destas coletas e mais 41 disponibilizados
por Plantacdes Michelin da Bahia, representa um
importante acervo para estudos com M. ulei no Sul
da Bahia, pois, ela contém parte da diversidade da
populagao deste fungo existente nas diferentes
regides produtoras de borracha da Bahia. Futuros
estudos para deteccao de ragas fisiologicas visando
resisténcia a doenga, além de estudos epidemiologicos
e fisiologicos, com este peculiar patogeno serdo
beneficiados pela existéncia dessa colecdo de
isolados de M. ulei.
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conclusoes

Obteve-se uma micoteca representativa da
diversidade do polo heveicola da Bahia para a
continuidade da pesquisa.

O patdgeno esta amplamente disseminado nos sub-
polos avaliados, porém em Itubera encontrou-se o maior
percentual de plantas infectadas e em Una o menor.
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AVALIACAO DE PROGENIES DE CLONES DE CACAUEIROS (SERIE CP)
QUANTO A RESISTENCIA A Moniliophthora perniciosa

Carolina Santos Benjamin', Edna Dora M. N. Luz’, Wilson Reis Monteiro®, Lindolfo P. Santos
Filho’, Wedisson Oliveira Santos’

"Universidade Estadual de Santa Cruz, km 16, Rod. I1héus-Itabuna, 45650-000, I1héus, Bahia, Brasil. °CEPLAC/CEPEC/,
Caixa Postal 07, 45600-970, Itabuna, Bahia, Brasil. *Universidade Federal de Vigosa, Avenida Peter Henry Rolfs. Campus
Universitario, 36570-000, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

O programa de melhoramento genético do cacaueiro (PMGC) conduzido pelo Centro de Pesquisas do Cacau
(Cepec) tem como uma das estratégias desenvolver novas populacdes melhoradas, buscando associar caracteres
desejaveis por meio da acumulacdo de genes relacionados a resisténcia do cacaueiro a vassoura-de-bruxa (VB),
principal doenga dessa cultura no Brasil. Visando identificar progénies resistentes e genitores com alta capacidade
geral de combinagdo (CGC), 15 progénies foram avaliadas através de inocula¢do em casa-de-vegetagdo com 1x10°
basidiésporos mL"! de Moniliophthora perniciosa. As plantulas foram oriundas de sementes de polinizagdo aberta,
de 13 clones da série CP, constituindo-se assim, familias de meios-irmaos. De cada progénie foram inoculadas 56
plantulas, aos trinta dias de idade, e os sintomas foram avaliados diariamente até o 30° dia e aos 60 dias apos a
inoculagdo, determinando-se a percentagem de plantulas infectadas dentro de cada progénie. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso com 15 tratamentos (13 clones + 2 testemunhas - SCA6 e ICS1) e 4
repeti¢des de 14 plantulas cada, sendo o experimento repetido em duas épocas. Entre as 13 progénies, apenas a do
clone CP 195 (TSH1188 x CCNS51) mostrou-se suscetivel, embora a porcentagem média de infec¢do tenha sido
relativamente baixa (6,3 %). Progénies dos clones CP 84, 149,421, 302, 306, 300, 309 e 431, apresentaram niveis de
infeccdo inferiores a média, demonstrando a eficiéncia da selecdo para resisténcia quando se realizou o
intercruzamento de materiais com diferentes niveis de resisténcia a VB.

Palavras-chave: Theobroma cacao L, vassoura-de-bruxa, melhoramento genético, resisténcia.

Evaluation of open pollinated progenies of cacao clones (series CP) for

resistance to Moniliophthora perniciosa. The cacao breeding program (PMGC) conducted by the
Cacao Research Center (Cepec) has as one of its strategies to develop new improved populations, aiming to add
desirable traits and to accumulate genes related to resistance to witches’ broom (WB) the major cacao disease in
Brazil. Aiming to identify resistant progenies and parents with high general combining ability (CGC), 15 progenies
were evaluated by artificial inoculation using a suspension of 1x10° mL™! basidiospores of M. perniciosa. Seedlings
were obtained from open pollinated seeds of 13 selected clones of the CP series, considered as half-sib families.
From each progeny 56 thirty day-old seedlings were inoculated. Symptoms were assessed daily until day 30 and at
60 days after inoculation. The percentage of infected plants within each progeny was determined. The experimental
design was randomized blocks with 15 treatments (13 clones + 2 controls - ICS1 and SCA6) and 4 replicates of 14
plants each. The experiment was repeated twice. Among the 13 progeny tested only the one of clone CP 195
(TSH1188 x CCNS51) was susceptible, although the average percentage of infection in plants inoculated within the
entire experiment was relatively low (6.3%). The infection levels of progenies of clones CP 84, 149,421, 302, 306, 300,
309 and 431 were below the average of the experiment, demonstrating the effectiveness of selection for resistance
when accomplishing the intercrossing of clones with different levels of resistance to WB.

Key words: Theobroma cacao L, witches’ broom disease, plant breeding, resistance.
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Introducao

O cacaueiro ¢ uma espécie perene que se
desenvolve de forma espontanea nas planicies imidas
da América do Sul e Central (Cuatrecasas, 1964).
Dentro do género, € a espécie economicamente mais
explorada e um dos mais importantes cultivos perenes
dos trépicos, sendo cultivado em todos os continentes
(Purdy e Schmidt, 1996).

O maior impedimento a produgao de cacau no Brasil
¢ causado pelas doencas fungicas e, dentre elas, a
vassoura-de-bruxa (VB) ¢ a mais importante (Almeida
e Andebrhan, 1987; Luz et al., 1997), sendo causada
pelo fungo basidiomicota, Moniliophthora perniciosa
(ex Crinipellis) (Aime e Phillips-Mora, 2005). No
Brasil, esta enfermidade € conhecida desde 1898, na
Regido Amazonica, com o nome de lagartdo (Silva,
1987). Foi registrada pela primeira vez no Estado da
Bahia em 1989, tendo representado um verdadeiro
desastre para a producgdo cacaueira do Estado, que
até entdo correspondia a aproximadamente 84,5 % da
produgdo nacional e 15 % da mundial (Pereira et al.,
1989; Kimati et al., 1997).

O controle da VB envolve o uso integrado de
técnicas culturais, aplicagdo de fungicidas e de produtos
biolégicos, como o Tricovab e principalmente o uso de
cultivares resistentes (Luz et al., 2006; Oliveira e Luz,
2005). A resisténcia a doenga ¢ um componente
essencial do programa de manejo integrado da VB.
Uma das principais e das mais importantes fases do
melhoramento para resisténcia a doencas ¢ a
identificacdo das fontes de resisténcia. No cacaueiro,
como em outras culturas, ¢ desejavel que tais fontes sejam
encontradas em genotipos que possam ser explorados
comercialmente por conterem caracteristicas genéticas
desejaveis e adequadas ao sistema de cultivo
tradicionalmente utilizado na regido (Rios-Ruiz, 2001).
Muito da variabilidade encontrada na cultura, incluindo
genes de resisténcia, provém da América do Sul,
especialmente da bacia do Amazonas, suposto centro
de origem da espécie (Paulin e Eskes, 1995).

Nesse sentido, o Centro de Pesquisas do Cacau
(Cepec) tem desenvolvido estratégias focadas no
manejo integrado da doenca, incluindo, principalmente,
a melhoria do nivel de resisténcia e durabilidade das
novas variedades comerciais (Silva et al., 2010). A
resisténcia durdvel, conceitualmente, ¢ aquela que se
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mantém efetiva em dada variedade que ¢ amplamente
cultivada por longo tempo em ambiente favoravel a
doenga (Johnson, 1983).

Dessa maneira, populagdes estdo sendo
desenvolvidas e testadas gerando a possibilidade de
distribuir ao longo do tempo, genodtipos que apresentem
além do carater resisténcia, associagdo de caracteres
de importancia genético-agrondmica, como resisténcia
a outras doencas, compatibilidade genética, alta
producao, tamanho de frutos e sementes e qualidade
de sementes (Monteiro et al., 2006; Monteiro e Ahnert,
2012).

Buscando atender as demandas de renovacao das
lavouras da regido cacaueira, dois tipos de populagdes-
base foram desenvolvidos pelo Programa de
Melhoramento Genético do Cacaueiro (PMGC) no
Cepec: as geneticamente ndo estruturadas e as
estruturadas. As nao-estruturadas foram formadas a
partir de auto-fecundagado de clones, retrocruzados e
cruzamentos complexos, utilizando-se da diversidade
encontrada em ensaios de hibridos, gerados em fases
anteriores do PMGC. A proposta da criacdo destas
populagdes ndo estruturadas é gerar plantas resistentes,
autocompativeis, com ampla base genética (Monteiro
e Anhert, 2012). Dentre os gendtipos ja selecionados
entre estas populagdes, quatro da série CP ja foram
recomendados para plantio na regido: CEPEC 2003
(CP37); 2004 (CP46); 2005 (CP55) e 2006 (CP50)
(CEPLAC, 2002).

Dos métodos utilizados para identificagdo de
genotipos resistentes a VB, a inoculagdo com
basidiésporos do patégeno, em condigdes de casa-de-
vegetacdo, tem gerado resultados satisfatorios.
Iniimeras plantulas selecionadas por este sistema tém
se mantido livres de sintomas em condi¢des de campo,
quando expostas as altas taxas de infec¢do natural por
varios anos (Dias e Resende, 2001; Paim et al., 2006).

O clone CP195 ¢ proveniente de um cruzamento
entre TSH1188 x CCN51. O clone TSH1188 (“Trinidad
Selected Hybrids”) originou-se de cruzamentos
envolvendo os clones IMC67, ICS1, SCA6 e P18.
Produz frutos vermelhos e com rugosidade aspera
(Cepec, 1987), ¢ autoincompativel e apresenta
resisténcia a VB (Luz et al., 1997; CEPLAC, 2002).
O CCNS5I (“Coleccion Castro Naranjal™) ¢ oriundo
de uma planta F1 do cruzamento entre ICS95 x IMC67
cruzada com um clone nativo do oriente equatoriano
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denominado “Canelos” (Bartley, 1986). Este clone produz
frutos vermelho-arroxeados quando imaturos, passando
a amarelo alaranjado quando maduros, com casca
levemente enrugada e sementes com coloragdo interna
purpura clara, é autocompativel, possui resisténcia
mediana a vassoura-de-bruxa e apresenta alta
produtividade (Del Campo e Andia, 1997).

Os testes de progénies sdo importantes instrumentos
para o trabalho dos melhoristas, sendo utilizados na
sele¢do de individuos visando quantificar e maximizar os
ganhos genéticos (Costa et al., 2008). Estudos indicam
que o cacaueiro tem ampla variabilidade para a resisténcia
poligénica a Moniliophthora perniciosa, dessa maneira
a selecdo e o cruzamento de genitores resistentes,
resultam na acumulagao de resisténcia do tipo duravel. A
selecdo para a capacidade geral de combinagao objetiva
identificar os individuos com os maiores valores genéticos
aditivos, sendo praticada por meio da seleg¢ao recorrente
intrapopulacional (Dias e Resende, 2001).

Neste trabalho objetivaram-se: i) identificar
progénies resistentes a VB e ii) identificar genitores
para serem inseridos no PMGC. Ambos atributos a
partir de plantulas obtidas de sementes de poliniza¢ao
aberta de 13 clones oriundos de cruzamentos
controlados e em fase de selecdo no PMGC do Cepec.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em laboratorio
e casa-de-vegetacdo da Se¢ao de Fitopatologia do
Centro de Pesquisas do Cacau (Cepec), situada na
sede da Comissao Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (Ceplac), em Ilhéus, BA.

Material genético

Foram utilizadas sementes de polinizagdo aberta
de 13 clones da série CP, selecionados em duas areas
pertencentes a secao de genética da Ceplac/Cepec,
para serem testados quanto a resisténcia a vassoura-
de-bruxa em duas épocas: outubro de 2011 e janeiro
de 2012. Os clones ICS1 e SCA6 foram incluidos como
padrdo de suscetibilidade e padrdo de resisténcia,
respectivamente. Cada clone, cuja progénie de
polinizacdo aberta foi utilizada neste experimento, foi
oriundo de cruzamentos em 1* e 2° geracdo entre
clones de interesse para o PMGC (Tabela 1).

Tabela 1. Genealogia dos clones da série CP

Clones Cruzamentos de origem

CP79 TSA644 x CCN51

CP195 TSH1188 x CCN51

CP80 TSA644 x CCN51

CP84 TSA644 x EET390

CP149 TSA644 x CCN51

CP264 SCA6xICS1

CP278 TSA644 x ICS95

CP300 [SIC952 x SCA12]x TSH 516

CP302 [SIC952 x SCA12]x TSH 516

CP306 [SIC952 x SCA12] x [ EET399 x RB30]
CP309 [SIC952 x SCA12] x [ EET399 x RB30]
CP421 CSULG6 x [ICS95 x TSH565]

CP431 CSUL7 x [ CCN51 x TSH1188]

Os frutos de cada clone foram selecionados dentre
uma parcela com vinte plantas, sendo colhidos cinco
frutos de forma aleatoria, que foram devidamente
identificados. As sementes destes frutos foram extraidas
e misturadas para cada clone e pré-germinadas por 48h
em serragem esterilizada umedecida. De cada clone
foram plantadas 70 sementes em tubetes plasticos
contendo aproximadamente 300g de terrigo esterilizado.
As plantulas foram mantidas em condi¢des de casa-
de-vegetagdo, com irrigagdo por 20 min, 2 vezes ao
dia (8 e 16h), exceto em dias quentes, quando era
realizada uma irrigag@o adicional as 12h, durante as
quatro semanas que antecederam a inoculagao.

Obtenc¢ao do in6culo

Os basidiosporos de Moniliophthora perniciosa
utilizados nas inoculagoes foram obtidos de vassouras
secas colhidas na area experimental da Estagdo
Experimental Arnaldo Medeiros, no Cepec. As
vassouras foram levadas ao laboratdrio, desinfetadas
com lavagens rapidas em hipoclorito de sodio a 1 %,
etiquetadas e penduradas em condicdes de telado
(vassoureiro), onde foram mantidas com um regime
diario de 8h de molhamento e 16h de seca.

Os basidiomas maduros produzidos ap6s o periodo
de dorméncia foram retirados das vassouras, lavados
sequencialmente em agua destilada, em solucao de
estreptomicina a 1 % e mais duas vezes em agua
destilada. Posteriormente foram secos em papel
absorvente. Dos basidiomas enxutos, retiraram-se 0s
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pileos, com escalpelo e pinga, em seguida, os pileos
foram fixados com vaselina pastosa (Silinol SG) em
tampas de vidro, com o himénio voltado para baixo,
sobre um béquer contendo uma solucao de glicerina a
16 %, e sob agitacdo constante, de modo que, ao serem
liberados, os basididsporos caiam sobre a solucao. A
coleta de basididsporos foi feita por um periodo de
20h. Os célculos das concentragdes de basidiésporos
nas suspensdes foram realizados por meio de um
contador de esporos. As suspensodes de basididsporos
foram entdo estocadas em nitrogénio liquido,
acondicionadas em tubos criogénicos de 2 mL, até o
momento de serem utilizadas, conforme metodologia
descrita por Dickstein et al. (1987).

Antes de estocar, uma aliquota de 25 uL de cada uma
das suspensdes de basididsporos obtidas foi retirada e
espalhada com bastao de vidro sobre a superficie do meio
agar-aguaa 2 %, em placas de Petri de 5 cm de diametro,
para avaliar a germinagdo dos esporos. Decorridas 6h
da incubagao a 25 °C as placas foram retiradas e
realizou-se a avaliagdo do numero de basididsporos
germinados em 100 observados, para cada campo do
microscopio otico, determinando-se a partir dai a
percentagem de basidiosporos germinados. Este
procedimento foi realizado tanto no momento da
estocagem como também 24h antes da inoculagao,
quando uma nova aliquota de 25 pL foi coletada das
suspensdes estocadas, procedendo-se o teste de
germinagao para determinagao da viabilidade do indculo.

Inoculacgao

Das 70 plantulas de cada clone, foram selecionadas
em cada época de inoculagdo 56 plantulas que
apresentavam uniformidade no crescimento e
desenvolvimento da gema apical, para serem inoculadas.
As plantas excedentes foram posteriormente
descartadas.

Um dia antes da inoculagao, as plantulas de cada
material genético, ja selecionadas pelo desenvolvimento
da gema apical, tiveram o tamanho de suas folhas
reduzido para 1/3, com o auxilio de uma tesoura, a fim
de acelerar o crescimento apical e expor a gema apical
a infec¢do, e foram levadas posteriormente para a
camara climatizada, onde foi realizada a inoculacéo,
apos 24 h nestas condi¢des de ambiente.

No dia da inoculagao, os tubos criogénicos contendo
o inoculo foram retirados do nitrogénio liquido e seguiu
o protocolo descrito por Dickstein et al. (1987). A
concentragdo de inoculo foi ajustada para 1 x 10°
basidiésporos mL™!. As suspensdes de inoculo utilizadas
nesse experimento apresentaram acima de 90 % de
germinagao.

As plantulas foram inoculadas manualmente, com
uma micropipeta (Figura 1a), utilizando-se 30 uL da
suspensdo do inoculo, na concentra¢do de 1x10°
basidiosporos mL™!, depositada na gema apical das
plantulas. Apds as inoculagdes as plantulas foram
mantidas em camara climatizada (Figura 1b), por 48 h,
com temperatura de 25°C e 100 % de umidade relativa.

Figura 1. Inoculacdo das plantulas das progénies de cacaueiro avaliadas quanto a resisténcia a Moniliophthora perniciosa, 30 dias
apos a semeadura. a) Inoculagdo manual com micropipeta; b) Plantulas no interior da cdmara imida apds a inoculagao.
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Em seguida foram transferidas para casa-de-
vegetagdo sob condi¢cdes ambientais e de irrigagao
controladas, até o final das avaliagdes.

Delineamento, avaliacoes e analise dos dados

Foram testadas 15 progénies (13 dos clones + 2
controles), com 4 repeti¢cdes de 14 plantulas cada,
totalizando 56 plantulas de cada clone, perfazendo um
total de 840 plantulas por experimento. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em duas
épocas: outubro de 2011 e janeiro de 2012.

As progénies foram avaliadas individualmente, a
cada semana apo6s a inoculagao e, diariamente apos o
15° dia de inoculagdo para registrar o aparecimento
dos primeiros sintomas. Sessenta dias apds a
inoculagdo foram anotadas as plantulas que
apresentaram vassouras. Para a analise dos dados,
foram utilizados os escores 1 (presenga) ¢ 0 (auséncia)
de formagdo de vassoura.

Os procedimentos estatisticos foram realizados pelo
programa SISVAR (Ferreira, 2008). As analises
estatisticas avaliaram os efeitos de época, clone ¢
bloco. As diferengas foram interpretadas por meio do
teste F e o nimero médio de plantas infectadas por
tratamento foi comparada pelo teste de Scott-Knott
(p <0,05).

Resultados e Discussao

Os sintomas de infec¢cdo por M. perniciosa
surgiram a partir dos 10° dia ap6s a inoculagdo (DAI),

25 7

20 o

quando observou-se o intumescimento da gema apical.
A formagao de vassouras ocorreu aos 21 DAI. Este
comportamento ja havia sido observado por Surujdeo-
Maharaj e Umaharan (2004) ao avaliarem a
resisténcia a doenga vassoura-de-bruxa (VB) em
populagdes clonais e segregantes de Theobroma
cacao, ressaltando que os sintomas mais precoces
ocorrem normalmente nos materiais mais suscetiveis.
Tal evidéncia foi sugerida como uma das varidveis
para avaliagdo da resisténcia do cacaueiro a doenca
VB. Silva et al. (1998), também observaram a
formacao de vassouras em plantulas de cacaueiro a
partir do 20° DAI, notando grande variedade de
sintomas nas plantulas, apds a 3* e a 5* semana da
inoculagdo. E importante ressaltar que os clones CP
195, 80 e 278, que neste experimento apresentaram
as maiores quantidades de plantulas infectadas,
também foram os mais precoces no surgimento de
sintomas de VB, em concordancia com o estabelecido
por Surujdeo-Maharaj e Umaharan (2004).

Evidenciou-se a existéncia de variacao de
resisténcia entre os materiais testados, embora tenha
sido registrado um baixo nivel de infec¢do no
experimento, refletido no nimero médio de plantulas
infectadas por M. perniciosa - 6,3 % (Figura 2). No
entanto, deve-se levar em consideragcao que os
materiais genéticos testado eram progénies de clones
oriundos de cruzamentos cujos parentais foram
selecionados por apresentarem bons niveis de
resisténcia a vassoura-de-bruxa e outras caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

Plantulas Infectadas (n®)

CP195 CP80O CP278 CP264 CP79 CP84 CP149

ICS1 CP421 SCA6 CP302 CP306 CP300

Clones

Figura 2. Infecc¢do por M. perniciosa em diferentes clones, 60 dias apds a inoculagéo (1 x 10°basididosporos pL)
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O clone CP 278 apresentou duas plantulas com
vassoura do tipo axilar, enquanto o clone CP 195
apresentou quatro plantulas com vassoura desse
mesmo tipo. Também, aos 20 DAI, o clone CP 84,
apresentou duas plantulas infectadas por vassoura do
tipo cotiledonar. Os clones CP 79 e CP 80 apresentaram
os primeiros sintomas 23 DAI, com o surgimento de
vassouras do tipo cotiledonar. O inicio dos sintomas
no padrao de resisténcia utilizado nesse ensaio, SCAO,
ocorreu aos 27 DAI, enquanto no ICS1, padrao de
suscetibilidade, somente aos 30 DAI. A partir desse
periodo, os demais clones também apresentaram
sintomas de VB.

No experimento realizado em outubro/2011, houve
predominancia de vassouras do tipo cotiledonar (Figura
3a) e axilar, enquanto, no ensaio de janeiro/2012,
prevaleceram as vassouras do tipo terminal (Figura
3b), provavelmente em fun¢do das condigdes
climaticas.

De acordo com Silva et al. (2002), as inoculagdes
artificiais na gema apical nos estadios de primeiro e
segundo langcamentos foliares podem gerar muitos tipos
de sintomas, entre eles, a presenca de vassouras
terminais e axilares, além de vassouras cotiledonares.
Tais vassouras resultam de uma deformacgao na gema
apical na forma de alongamento e engrossamento. Nos
dois ensaios avaliados vassouras cotiledonares foram
formadas predominantemente nos materiais genéticos
CP 79, 84, 80,431 e 309.

Como nao houve diferenca estatistica entre as duas
épocas em que o ensaio foi realizado, os dois ensaios
foram analisados conjuntamente com 112 plantulas por
progénie (56 de cada experimento), utilizando-se como
variavel a percentagem de plantas entre as 112 que
apresentaram sintomas de VB apds a inoculagdo
(Tabela 2).

Sabe-se que o cruzamento interclonal entre
TSH1188 x CCNS5I1, segrega para diversas
caracteristicas, dentre eles a resisténcia a VB (Santos,
2007), entretanto, apesar do clone CP 195 possuir
genitores resistentes a VB, nas inoculagdes artificiais
em casa-de-vegetacdo a sua progénie, oriunda de
polinizagdo aberta, apresentou suscetibilidade em

Tabela 2. Analise de variancia dos clones em relagdo a resisténcia
a vassoura-de-bruxa, considerando conjuntamente as duas épocas
(outubro/2011 e janeiro/2012)

FV GL QM
Epoca 1 3,812m
Clone 14 237,48%*
Bloco 3 158,08™
Erro 101
Total 119
CV (%) 154,58
Meédia geral 0,7916

** Significativo a 5% pelo teste F. ns Nao-significativo.

Figura 3. Sintomas de vassoura-de-bruxa, quatro semanas apos a inoculagao: A- vassoura cotiledonar, com encurvamento do caule da
plantula em funcdo do intumescimento ¢ alongamento acima do né cotiledonar; B- vassoura terminal, com intumescimento da gema

terminal e formagao posterior da vassoura axilar.
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relagdo aos demais clones testados, isso pode ser um
indicativo de que, apesar dos seus genitores possuirem
genes de resisténcia no seu gendtipo, ndo conseguiram
transmitir esses genes para sua descendéncia. Em um
estudo que identificou genotipos com alta capacidade
geral de combinagdo quanto a resisténcia a VB, ficou
comprovado que, embora seja resistente, o clone
CCNS51, nao possui alta capacidade geral de
combinagdo (Silva et al., 2010). Ressalta-se também
que o presente experimento foi realizado com sementes
provenientes de progénies de polinizacao aberta, o que
certamente aumenta a diversidade genética nas
plantulas geradas. E importante também lembrar, que
o fato do clone ter sido gerado de um cruzamento, ja
implica em ampla diversidade para diferentes
caracteristicas, inclusive resisténcia a VB.

O clone CP 195 diferiu estatisticamente dos demais,
apresentando a maior percentagem de plantulas
infectadas (21,43 %). J& as progénies dos clones CP
80, 278 e 264, foram estatisticamente iguais,
apresentando um numero minimo ¢ maximo de
plantulas infectadas entre 8,9 e 10,71 %,
respectivamente, enquanto as progénies dos clones
CP 79, 84, 149, 421, 300, 302, 306, 309 e 431,
apresentaram menor incidéncia de vassoura, com
minimo de 0,89 % e maximo de 6,2 % de plantulas
infectadas. Os padrdes de resisténcia (SCA6) e de
suscetibilidade (ICS1), ndo diferiram estatisticamente,
sendo este um comportamento inesperado. Sugere-
se que os frutos podem ter sido oriundos de
polinizacdo aberta e assim ter mistura com material
genético resistente, o que teria mascarado a
expressao de suscetibilidade do ICS1. Reforga esta
hipotese o fato de o ICS1 ser considerado de reagao
intermediaria em relagdo a doenca VB, entretanto
Silva (2009), encontrou uma progénie de ICS1 que
mostrou-se altamente suscetivel, quando comparada
com o SCA6 e SIC23.

A utilizagdo do SCA 6 como padrao de resisténcia
se justifica, pois os clones Scavina sao referéncias
histéricas de resisténcia (Pound, 1938, 1943; Bartley,
1994) e até recentemente constituiam a principal base
das variedades indicadas para plantio comercial na
Bahia (Pires, 2003). Entretanto, ¢ sabido que devido a
existéncia de variacdes do patdgeno detectadas na
Bahia, os clones Scavina e seus descendentes podem
apresentar comportamento variavel nas diversas

regides, evidenciando a necessidade de aumentar as
fontes de resisténcia em programas de melhoramento
(Pires, 2003), tendo ja sido comprovada a quebra da
resisténcia nestes clones, desde 2005 (Paim et al.,
2006). No entanto, nas inoculagdes realizadas ao longo
do tempo em casa-de-vegetacdo, o seu
comportamento de resisténcia tem sido mantido
(Monteiro et al., 2006; Silva, 2009). No presente
experimento o mesmo foi ainda observado, tendo a
sua progénie demonstrado resisténcia quando
apresentou apenas trés plantulas com sintomas de
vassoura-de-bruxa entre as 112 inoculadas.

Dentre as 15 progénies testadas, incluindo os dois
controles, o nimero médio de plantulas infectadas no
experimento corresponde a 6,3, representando um
percentual de 0,79 % (ver linha na Figura 2). Sendo
assim, as progénies dos clones CP 195, 80, 278, 264 ¢
79 apresentaram numero de plantulas infectadas
superiores @ média do experimento, enquanto, outras
10 progénies, dos clones CP 84, 149,421, 300, 302, 306,
309, 431, ICS1 e SCAG6 tiveram percentagem de
plantulas infectadas inferiores a média do experimento
(Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de plantulas com sintomas de vassoura-
de-bruxa por progénie dos 15 clones avaliados, 60 dias apds a
inoculagdo com Moniliophthora perniciosa

Clone % de Plantulas Infectadas
195 21,427
80 10,713
278 9,821
264 8,928
79 6,250
149 5,357
84 5,356
ICS1 4,463
421 3,570
SCA6 2,677
302 1,785
306 1,785
309 0,892
300 0,892
431 0,892
CV(%) 153,870

*M¢édias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Scott-Knott (1974).
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Cinco clones (CP 300, 302, 306, 309 e 431)
apresentaram uma baixissima incidéncia de vassouras,
com percentagem média de plantulas infectadas
variando de 1,78 a 0,89 %. Este era um comportamento
esperado, uma vez que descendem de materiais
resistentes. Quatro desses materiais (CP 300, 302, 306
e 309) possuem genitores em comum, o SCA 12 e o
SCA 6, que sdo amplamente conhecidos como
resistentes & VB. Os clones 300 e 302 ([SIC952 x
SCA12] x TSH516) possuem o genitor TSH 516, que
¢ um clone oriundo de Trinidad, descendente também
de SCAG, e que, apresentava alto nivel de resisténcia
a VB e excelente produtividade (Pinto e Pires, 1998).

Os clones CP 306 e 309, sao descendentes de
cruzamentos entre materiais resistentes, como exemplo
0 EET 399 que descende do SILECIA 1, uma classica
fonte de resisténcia, de acordo com Pires (2003), ¢ o
RB 30, um material proveniente de Rio Branco, no
Acre, que apresenta resisténcia a8 VB (Wadsworth et
al., 1997).Ja o clone CP 431, tem em sua base genética
genes de CCN51 x TSH1188, diferentemente do clone
CP 195 que ¢ descendente direto deste cruzamento e
que, neste trabalho, ndo apresentou resisténcia a VB,
teve 6timo desempenho com baixo nivel de infecgao
por M perniciosa. CP 431 possui o CSUL7 como um
dos genitores. Diversos clones da série Cruzeiro do
Sul foram considerados como resistentes por
apresentarem baixa incidéncia da doenca, quando se
avaliou sob condic¢des de infec¢do natural, a campo,
no banco de germoplasma do CEPEC (Marita et al.,
2001). No entanto, o CP 431, nas condi¢oes de
inoculacdo em casa-de-vegetagdo, foi um bom genitor,
pois transmitiu os seus genes de resisténcia para a sua
descendéncia.

Diante dos resultados obtidos, confirma-se que pelo
menos as progénies de oito dos 13 clones testados (CP
431, 309, 300, 306, 302, 421, 149, 84) apresentaram
bons niveis de resisténcia a VB, e que, a exce¢do do
CP 195, os seus genitores podem continuar a ser
usados como fonte de resisténcia na composi¢ao das
populagdes-base desenvolvidas pelo PMGC. Como o
melhoramento para resisténcia a doengas tem se
tornado prioritario em muitos paises produtores de
cacau, dentre eles o Brasil, estes resultados sdo
importantes, pois direcionam a pesquisa para a sele¢ado
de genitores que poderdo ser inseridos no PMGC e
também oferecem subsidios aos melhoristas sobre o
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comportamento dos mesmos em avaliagdo precoce,
quanto a agregacdo de genes para resisténcia a esta
importante doenca do cacaueiro.

Conclusoes

Os niveis de resisténcia variam entre as progénies
de 13 clones de uma populagdo base nao estruturada
da série CP.

Comprovou-se o sucesso da tentativa de acumular
genes para resisténcia a M. perniciosa nas progénies
desta populagao.
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APLICACAO DE NITROGENIO E POTASSIO VIA AGUA DE IRRIGAGCAO NO
CRESCIMENTO DE MUDAS CLONAIS DE CACAUEIRO
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Souza Junior'
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Problemas de baixa qualidade em mudas de cacaueiro, tais como toxidez de ferro e necessidade de calibragao do
fosforo e baixo enraizamento podem estar associados a fatores que ocorrem independentemente (substratos, vigor
da estaca ¢ caracteristicas do ambiente de enraizamento e crescimento) ou ao seu somatorio. Entre esses fatores
destaca-se o manejo da irrigacdo ¢ a adubagao. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de doses de nitrogénio
e potassio, aplicadas via agua de irrigagdo no crescimento de mudas clonais de cacaueiros. O estudo foi conduzido
em casa de vegetacdo do Instituto Biofabrica de Cacau, localizada no municipio de [lhéus - BA. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés repetigdes, sendo cada tratamento composto
por diferentes doses de N e K, mantendo-se o fosforo constante, correspondendo as seguintes relagdes (NPK):
T1 =testemunha, sem adubacao; T2 =7,4:7:13,8; T3 = 14:7:20; T4 =20,8:7:28; T5 =27:7:32. As respostas das mudas
de cacaueiro aos tratamentos foram avaliadas pela retirada de 5 plantas de cada tratamento, em intervalos de 30 dias
para a obtencao da massa de matéria seca total, massa seca de raiz ¢ analise de nutrientes na planta. Houve diferenca
significativa (P < 0,05) na altura e nimero de folhas das mudas em fun¢@o das doses de nitrogénio e potassio. Os
teores dos nutrientes na matéria seca foliar variaram entre as épocas de amostragem. A relacdo 20,8:7:28 (NPK)
referente ao tratamento 4 proporcionou melhores resultados até os 4 meses.

Palavras-chave: Theobroma cacao, clones, fertirrigacao

Application of nitrogen and potassium via irrigation water on growth of clonal

cocoa seedlings. Losses in cocoa seedlings may be associated with a number of factors that occur
independently (substrates, cutting force and rooting characteristics and growth environment) or linked, between
these factors may be the management of irrigation and fertilization. The aim of this study was to evaluate the effects
of nitrogen and potassium doses applied in fertirrigation on the growth of cacao seedlings. The study was carried
in a greenhouse of the Institute Biofactory Cacao, located in the city of Ilhéus - BA. The experimental design was
completely randomized with five treatments and three replications, each treatment consisting of different doses of
N and K, corresponding to the following relations (NPK): T1 = control, no fertilization, T2 =7, 4:7:13,8; T3 = 14:7:20;
T4 =20,8:7:28; T5 =27:7:32. The P doses was keeping constant. The cocoa seedlings responses to the treatments
were evaluated in five plants of each treatment every 30 days to obtain the dry weight, root dry weight and nutrient
analysis in leaves. There were significant differences (P <0,05) in height and number of leaves of seedlings according
to the levels of nitrogen and potassium. The nutrient content in the leaf dry matter varied between sampling times.
The ratio 20,8:7:28 (NPK) was the treatment that provided better results after 4 months.

Key words: Theobroma cacao, clones, fertirrigation
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Introducao

O cultivo comercial do cacaueiro no Brasil ocorre
desde o final do século XIX e se estende por nove
estados, dentre os quais, se destaca o da Bahia, o
Espirito Santo ¢ também a regido Amazonica
(Rondodnia, Pard e Roraima). Entretanto, desde
meados da década de 80 do século passado, o cacau
vem diminuindo significativamente sua participagao na
pauta do Agronegocio brasileiro. Nesse contexto, as
lavouras passam atualmente por sérias dificuldades
culminando com a reducdo dréastica da producao,
particularmente na Bahia, onde se concentra 65% da
producao nacional.

Problemas fitossanitarios fizeram com que nos
ultimos anos houvesse morte de plantas e consequente
redu¢do de stands e comprometimento da producao.
Deve-se ressaltar a agressividade de doengas fingicas
nas plantacdes da regido, com destaque para a podridao
parda (Phythophytora spp) e vassoura-de-bruxa
(Moniliopthora perniciosa).

A recuperacao e modernizacdo da cacauicultura
brasileira passa pela ado¢do de novos plantios e
principalmente, da utilizagdo de variedades clonais
resistentes as enfermidades (Lima et al., 2001).
Segundo Rosa (1998), esta ¢ uma das estratégias
adotadas pela Comissdo Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira CEPLAC e tem como base o fato
de que por meio da multiplicagao assexuada ¢é possivel
transmitir todo o potencial genético de uma planta aos
seus descendentes.

Mudas clonais de cacaueiros produzidas pelo
método da estaquia permanecem de 5 a 6 meses no
viveiro até que se encontrem em condic¢des de atender
a padrdes que as caracterizam como ideais para plantio
(Sodré e Marrocos, 2009). Entretanto, existem
situagdes em que as perdas de material enraizado
podem atingir até 60%, as quais estdo associadas a
fatores que ocorrem independentemente ou em
conjunto. Entre esses fatores destaca-se o manejo da
irrigacdo e a adubacao das mudas.

A fertirrigagdo se destaca como alternativa eficiente
e econdmica, principalmente quando comparada com
técnicas convencionais de aplicagdo, porque maximiza
o uso do equipamento de irrigagdo reduzindo o custo
de aplicagdo de produtos quimicos. Contudo, para
aumentar a eficiéncia de um programa de fertirrigagao
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sa0 necessarios trés cuidados: o controle da irrigacao
para manter as condigdes hidricas ideais para a cultura,
o conhecimento do nutriente a ser aplicado e o
conhecimento das necessidades da cultura para cada
nutriente.

Matos (1972) trabalhando com regimes de irrigagao
em cacaueiros jovens aplicou os tratamentos: a)
irrigacdo com base na evaporagdo didria do tanque
classe A (TCA); b) irrigag@o apos as evaporacao de
10 mm de agua; c) irrigacdo apds a evaporacao de 20
mm de agua. Esse autor concluiu que o melhor regime
para induzir o crescimento radicular foi obtido com a
irrigacdo diaria na qual as plantas obtiveram maior taxa
de producdo de matéria seca, diferenciando-se
significativamente dos demais regimes.

Gavade (1969) estudou o efeito da umidade do solo
sobre a difusdo do oxigénio e o uso da agua pelo
cacaueiro e observou que o teor de umidade do solo
exercia influéncia sobre a taxa de difusao de oxigénio,
a temperatura do solo, a taxa de consumo de agua e o
crescimento do cacaueiro. Por outro lado, Miranda e
Prado (1969) estudaram a influéncia da umidade
disponivel no aproveitamento de duas fontes de foésforo
por plantulas de cacaueiro, demonstrando que a
absor¢ao de nutrientes fosfatados esta fortemente
relacionada com a agua disponivel do solo. Esses
autores também verificaram maior crescimento das
plantas quando a umidade disponivel do solo estava
acima de 50%.

No enraizamento de estacas de cacaueiro os
controles da irrigacdo e umidade do ar sdo criticos.
Isso ocorre porque a perda de agua da folha pode
reduzir o conteudo de agua das mudas a tdo baixos
niveis que elas podem ndo sobreviver. Para evitar que
isso ocorra deve-se: a) manter uma atmosfera com
baixa demanda evaporativa, minimizando as perdas de
agua das mudas por transpiragao, evitando déficit
hidrico nos tecidos; b) manter a temperatura aceitavel
para o metabolismo de regeneragao na base da estaca,
evitando com isso o stress das folhas pelo calor ¢ c)
manter niveis adequados de luz para fotossintese e
producao de carboidratos, sem causar stress hidrico
(Hartmann et al., 1997).

Além do controle da irrigagdo, o desenvolvimento
de um programa de fertilizagdo permite o aumento da
eficiéncia no uso de fertilizantes (Kalil, 1992; Shani,
1981) e da agua (Shani, 1981), menor perda por
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lixiviagdo (Hartz ¢ Hochmuth, 1996) e melhor
distribuicao do adubo para as plantas, além do aumento
de produgao (Kalil, 1992).

A fertirrigagao bem conduzida na produgao de mudas
de cacaueiro poderd promover uma melhoria na
eficiéncia do uso da agua e fertilizantes; maior
flexibilidade no tempo de aplicagdo de fertilizantes;
reduzir as flutuacdes da salinidade no substrato devido
aos fertilizantes e ainda permitir o crescimento vegetativo
sem restri¢cdes hidricas e nutricionais para a planta. Para
o caso de mudas enraizadas, a fertirrigacdo deve ser
feita tanto durante o enraizamento, quanto no
crescimento e rustificacdo das mudas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
doses de nitrogénio e potassio, aplicadas via dgua de
irrigacao no crescimento de mudas clonais de
cacaueiros.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo do
Instituto Biofabrica de Cacau (IBC), localizada no
Povoado do Banco do Pedro no municipio de Ilhéus -
BA. A regido apresenta clima quente e imido, sem
estagdo seca, do tipo Af, com precipitacao anual média
entre 1.500 a 1.750 mm e precipitacdo média mensal
de 50 a 100 mm (podendo chegar a 150 mm) (Koppen,
1936).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e trés repeticoes,
sendo cada tratamento composto por doses de N ¢ K,
mantendo-se o fosforo constante, correspondendo as
seguintes relagdes (NPK): T1 = testemunha, sem
adubagao; T2 = 7,4:7:13,8; T3 = 14:7:20; T4 =
20,8:7:28; TS5 = 27:7:32. O clone escolhido foi o
CEPEC 2004.

As doses dos tratamentos foram definidas em funcao
da solucdo estoque (2) de Hoagland e Arnon (1950).
As fontes de nutrientes utilizadas foram o nitrato de
potassio, nitrato de calcio, uréia e MAP purificado.

Foram realizadas fertirrigacdes semanais totalizando
16 aplicagdes. As quantidades de N e K aplicadas por
tubete sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Inicialmente foram estaqueadas 54 mudas por
bandeja e aos 45 dias foi realizado um desbaste
deixando 27 plantas/bandeja e 12 bandejas/tratamento.

Tabela 1 - Quantidade de N aplicadas por tubete

Fertilizantes T1 T2 T3 T4 T
mg / tubete

KNO, 0 0,30 0,45 0,64 0,80

CaNO, 0 0,20 0,42 0,42 0,42

MAP 0 0,10 0,10 0,10 0,10

Uréia 0 0,0 0,024 0,13 0,20

Total N 0 0,6 1,09 1,29 1,52

Tabela 2 - Quantidade de K aplicadas por tubete

Fertilizantes T1 T2 T3 T4 TS
mg/ tubete

KNO, 0 0,06 0,09 0,13 0,16

Total K 0 0,06 0,09 0,13 0,16

O substrato usado foi uma mistura de casca de
Pinus e po de fibra de coco na proporc¢ao volumétrica
de (1:1). Foram usadas estacas herbaceas, coletadas
na ponta de ramos plagiotrépicos, medindo 16 cm de
comprimento. A base da estaca foi cortada
transversalmente 2 mm abaixo de uma gema foliar e
em seguida a primeira folha da base para o apice foi
reduzida a metade e as demais em 20% do tamanho
original. Depois de tratadas na base com acido
indolbutirico (AIB) 6.000 mg kg™! misturado em talco,
as estacas foram inseridas em tubetes de 288 cm?
preenchidos com o substrato e conduzidas ao viveiro
de enraizamento.

Aos 76 dias, quando as mudas encontravam-se
enraizadas foram iniciadas as fertirrigacdes. Para
aplicacdo de agua, empregou-se um sistema de
irrigacdo localizada (microaspersao) com micro
emissores com vazdo de 60 L h™! e Pressdo de Servicgo
de 20 mca. O manejo da irrigagao foi efetuado em
fun¢do do método do tanque Classe A. A evaporagdo
do Tanque Classe A foi medida diariamente e
multiplicada pelo coeficiente do tanque de 0,8, paraum
tanque com bordadura de 10 m, area com umidade
relativa maior que 70% e velocidade do vento inferior a
2 m s (Bernardo, 2009). As irrigagdes foram realizadas
diariamente, aplicado 100% de Evapotranspiracao de
referéncia (ETo). A lamina de irrigagdo média aplicada
do periodo estudado foi de 4,5 mm.

Agrotropica 26(1) 2014



30 Ramos et al.

Para verificar a quantidade de agua aplicada, bem
como a uniformidade de aplicagdo do sistema, foram
colocados copos coletores com didmetro de 6,4 cm
instalados em bandejas ao lado de cada tratamento,
totalizando 56 coletores por bandeja. O teste foi
realizado sem vento durante 30 minutos. Os volumes
foram coletados e o determinou-se o Coeficiente de
Uniformidade de Distribuicao, que foi de 95%. Para a
injecao do adubo na 4dgua de irrigacao foi utilizado um
injetor Venturi.

Para proporcionar maior uniformidade de aplicagdo
da solugdo, foi construida uma barra (de PVC) de 1,0
m onde foram colocados os mesmos modelos dos
microaspersores presentes no sistema de irrigagao do
viveiro. A barra estava conectada ao sistema de
irrigagdo por uma mangueira e conduzida por duas
pessoas aplicando a solugdo sobre as mudas. Este
sistema foi construido para evitar excesso de lixiviagdo
de nutrientes, bem como, para evitar a deriva da solucao
pelo vento. Adicionalmente foram avaliadas
semanalmente a condutividade elétrica (CE) e o pH
da solucao lixiviada dos substratos.

Aos 120 apds o inicio do experimento foram
retiradas plantas de 5 bandejas, correspondente a cada
um dos 5 tratamentos que foram separados parte aérea
e sistema radicular, sendo o material levado para estufa
para obtengdo da matéria seca. No material seco das
folhas foram analisados os teores de N, P, K, Ca, Mg,
Cu, Fe, Mn e Zn segundo metodologia descrita por
Embrapa (1999).

Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia e regressao em fun¢do de doses de N e K.
Foram aceitos os modelos que apresentaram
coeficientes significativos a até 5% pelo Teste F e o
maior coeficiente de determinagdo ajustado (R?).

Resultados e Discussao

A Figura 1A apresenta o pH e a CE da solucao
aplicada. Verifica-se que os maiores valores de pH
foram obtidos para T1 (média de 7,7) que corresponde
somente a agua, sem adigdo de adubos, sendo esta
uma agua com elevada concentragdao de célcio,
segundo foi verificado pela analise quimica.

Na medida em que foi aumentada a fertirrigacdo
ocorreu uma diminui¢do do pH da solugao, resultado
que pode ser atribuida ao efeito acidificante do ion
amonio presente no MAP. Assim, os tratamentos T4
e TS5 apresentaram menores valores de pH, em média
de 6,6.

Efeito contrario ao pH ocorreu com a CE,
verificando-se que os valores médios cresceram e
variaram de 0,14, 0,83, 1,27, 1,44 ¢ 1,65 dS m™!, para
T1, T2, T3, T4 e TS5, respectivamente (Figura 1B).
Esses resultados podem ser inicialmente atribuidos a
salinidade dos fertilizantes. Entretanto, considerando
que a CE ¢ um indicativo da concentracdo de sais
ionizados na solucdo e da salinidade do substrato
verifica-se que em relagdo ao acumulo de sais os
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valores observados sugerem nao haver problemas de
salinizacdo mesmo para as maiores doses.

Deve-se também considerar a elevada capacidade
que a FC (fibra de coco) tem de liberar ions Nae K e
com isso contribuir para elevar a CE dos substratos o
que ndo ocorreu nesse experimento. Nesse contexto,
Sodré (2012) verificou que a CE da FC alcangou valor
de 6,6 dS m! esse valor é 3,3 vezes superior a 2,0 dS
m! que representa o limite superior de CE adotado
por viveiristas para mudas de cacaueiros.

Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentadas as equacoes
de regressao para as variaveis em fun¢do do N e K
aplicados. Verifica-se que o numero de folhas (NF) e o
comprimento do langamento foliar (CL) foram as
variaveis biométricas que responderam significativamente
aadi¢do de N enquanto que para o K apenas o nimero
de folhas indicou diferengas entre as doses aplicadas.

Tabela 3. Equacdes de regressdo para as caracteristicas de
crescimento de mudas de cacaueiro em fungdo de doses de N

Variavel ) Equacdo de regressdo R?
MSR = 0,9385+0,8477X-0,5427X? 0,46
MSPA Y = 2,7028+1,1097X-0,4795X> 0,11
ALT Y =20,5074+11,3318X-6,1475X> 0,88“’{/
DC ¥ = 0,4269+0,1396X-0,0802X> 0,83
NF Y =6,1842+1,4567X- 0,8468X? 0,96"
CL Y =2,4345+4,27223X- 2,493X? 0,99"

Variavel: MSR: massa seca de raiz (g/planta); MSPA: massa
seca de parte aérea ( g/planta); ALT: altura (cm); DC: diametro do
caule (cm); NF: numero de folhas; CL: comprimento do langamento
foliar (cm).

Tabela 4. Equagdes de regressdo para as caracteristicas de
crescimento de mudas de cacaueiro em fun¢do de doses de K

Variavel Equacdo de regressao R?

MSR ¥ = 0,9578+7,4527X- 47,775X> 0,53
MSPA Y =2,7668+10,366X- 46,935X> 0,08
ALT ¥ = 20,5136+109,7746X-518,7639X> 0,92
DC ¥ = 0,4283+1,327X-7,5483X> 0,88 ™
NF ¥ = 6,1842+13,5494X- 76,8231X2 0,99
CL ¥ = 2,4652+38,097X- 213,342X> 0,92

Variavel: MSR: massa seca de raiz (g/planta); MSPA: massa
seca de parte aérea ( g/planta); ALT: altura (cm); DC: didmetro do
caule (cm); NF: ntimero de folhas; CL: comprimento do langamento
foliar (cm).

As doses que correspondem ao ponto de maxima
para NF e CL em funcdo de doses de N ¢ CL em
fun¢do da dose de K foram respectivamente 0,86 e
0,85 ¢ 0,088 mg/tubete.

Nao se verificou efeito para a variavel massa seca
de raizes em funcao da aplicagdo dos tratamentos.
Esse resultado ¢ parcialmente corroborado por
Hartmann et al. (1997) que ndo verificaram promog¢ao
de iniciagdo radicular como resposta a
suplementagdo de nutrientes.

Os teores de Mg e Ca reduziram com o aumento
da dose de K e depois cresceram relativamente a
reducdo do K nas folhas. Essa reducado do teor de
magnésio decorrente da adubagdo com K ¢ atribuida
segundo Marschner (1995) a absor¢ao competitiva
entre esses elementos.

A Figura 2 apresenta os teores de nutrientes nas
folhas para as analises realizadas apds a fertirrigacao.
E possivel verificar maior teor de nitrogénio (22,2 g kg")
encontrado no tratamento 5. Esses valores encontram-
se dentro da faixa dos teores recomendados para a folha
do cacaueiro (19 a 23 gkg') por Malavolta et al. (1997).

Em relagdo ao potassio, verificou-se que os teores
na primeira amostragem ndo variaram e que o
tratamento 4 apresentou o maior valor de K na folha
(18,3 gkg'), no entanto, este valor encontra-se baixo
em relacdo ao encontrado em mudas de cacaueiros
por Sodr¢ et al. (2012), entretanto na faixa média do
recomendado para a cultura que é de 17 a 20 g kg'!
(Malavolta et al., 1997).

Na segunda analise (30/12) o potassio obteve o
mesmo comportamento que o nitrogénio e seus valores
foram ainda menores, variando de 15,3 a 16,3, sendo
este um indicativo de que a adubacdo potéssica,
mesmo para a maior dose (tratamento 5) foi
insuficiente para suprir as necessidades da planta.
Nesse contexto, deve-se ressaltar que aplicagdes
maci¢as de adubo potassico podem levar a
rustificagdo das mudas pelo efeito de incremento da
resisténcia estomatica evitando que a planta perca
adgua demasiadamente em situa¢des de stress.

Na analise inicial o teor de fosforo estava proximo
(1,4 gkg') encontrava-se proximo a valores sugerido
por Raij et al. (1997) para cacaueiros por (1,75-1,8 g
kg') e ao nivel critico (1,7 gkg!) encontrado por Souza
Junior et al. (2011) para mudas clonais. Entretanto,
com as fertirrigacdes a quantidade de P nas folhas elevou-
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se para 3,38 gkg'! no T5, nos demais tratamentos, que
entre 2,6 € 2,9 g kg'!. Esses valores sdo superiores a
2,0 gkg-1, que ¢ indicado por Malavolta (2006) como
adequado para cacaueiros adultos e sugerem que a
quantidade de fosforo aplicada foi superior a
necessidade da cultura.

Apesar de ndo terem sido feitas fertirrigagdes com
micronutrientes, verificou-se que tanto os teores de
ferro (Fe) quanto de zinco (Zn) estiveram acima dos
valores recomendados para a cultura por Malavolta et
al. (1997). Esses teores elevados sdo consequéncia
da alta quantidade, principalmente de Fe, presentes
em substratos a base de casca de Pinus e ja foram
observados em por Marrocos ¢ Sodré (2004) como
um problema associado a qualidade de mudas de
cacaueiros.

Em relagdo ao cobre € possivel verificar que os
teores também estavam muito altos além do
recomendado para a cultura do cacau (10 a 15 mg kg™!).
Esse resultado foi consequéncia de pulveriza¢des com
cobre realizadas visando o controle fitossanitario.

Conclusoes

Houve diferenca significativa na altura e nimero
de folhas das mudas em fungdo das doses de nitrogénio
e potassio.

Os teores dos nutrientes na matéria seca foliar
variaram entre as épocas de amostragem.

A relagdo 20,8:7:28 (NPK) proporcionou melhores
resultados até os 4 meses.

A quantidade de nitrogénio e potassio aplicada foi
inferior & necessidade da cultura em todos os
tratamentos.
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A micobiota peritecial da serrapilheira de Arecaceae foi investigada durante os anos de 2008 e 2011 nos estados
da Bahia e de Pernambuco, ao longo da costa nordestina. Os fungos Byssosphaeria schiedermayeriana e Javaria
samuelsii (Pleosporales) e Pemphidium zonatum (Xylariales) sdo registrados pela primeira vez para a regido Nordeste.
Coccostromopsis diplothemii (Phyllachoraceae) e Fasciatispora petrakii (incertae sedis) sao novos registros
para o estado de Pernambuco, enquanto Coccostromopsis palmicola (Phyllachoraceae) ¢ um novo registro para a
Bahia. As palmeiras Attalea funifera, Bactris acanthocarpa, Elaeis guineensis, Euterpe edulis, E. oleracea,
Mauritia flexuosa, Polyandrococos caudescens e Syagrus botryophora sao registradas pela primeira vez como
hospedeiras destes fungos.

Palavras-chave: Arecaceae, Mata Atlantica, serrapilheira, microfungos, taxonomia.

Ascomycota in palms: new records and new hosts to Brazil Northeast. The
perithecial mycobiota of decaying litter of Arecaceae in Pernambuco and Bahia States along the Northeastern
coast of Brazil was investigated during the years of 2008 and 2011. The fungi Byssosphaeria schiedermayeriana
and Javaria samuelsii (Pleosporales) and Pemphidium zonatum (Xylariales) are first records to Northeastern
Brazil. Coccostromopsis diplothemii (Phyllachoraceae) and Fasciatispora petrakii (incertae sedis) are new records
to Pernambuco State, while Coccostromopsis palmicola (Phyllachoraceae) is a new record to Bahia State. The
palms Attalea funifera, Bactris acanthocarpa, Elaeis guineensis, Euterpe edulis, E. oleracea, Mauritia flexuosa,
Polyandrococos caudescens and Syagrus botryophora are newly assigned as hosts of these fungi.

Key words: Arecaceae, Atlantic Rainforest, litter, microfungi, taxonomy
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Introducao

A porc¢ao de floresta referida como Mata Atlantica
do Nordeste compreende os estados da Bahia, Sergipe,
Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Ceara e Piaui (Tabarelli et al., 2006). Do ponto de
vista biogeografico, a Mata Atlantica do Nordeste
abriga quatro dos cinco centros de endemismo que
ocorrem neste bioma; dois deles situam-se ao norte
do Rio Sao Francisco: o Centro de Endemismo
Pernambuco e os Brejos Nordestinos. Ao sul do Rio
Sdo Francisco estdo os centros Diamantina e Bahia,
0s quais ocupam também pequenas por¢des dos
estados de Minas Gerais e do Espirito Santo. Além do
elevado nimero de espécies endémicas, esses quatro
centros estdo entre as areas mais ricas em espécies
de toda a Mata Atlantica. O Centro Bahia ¢ uma das
porgdes mais ricas de floresta tropical do mundo;
todavia, a Mata Atlantica do Nordeste e seus centros
de endemismo representam um dos setores mais
degradados do bioma, abrigando dezenas de espécies
ameacadas de extin¢do (Tabarelli et al., 2006).

O Nordeste € muito rico em palmeiras, com registro
de 82 espécies (Lista de Espécies da Flora do Brasil
2012 in http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012); no entanto,
a micota associada com Arecaceae ¢ pobremente
conhecida. Durante pesquisas realizadas sobre
microfungos associados com palmeiras nos estados
da Bahia e de Pernambuco ao longo da Costa
Nordestina (Vitdria et al., 2008, 2010, 2011a,b,
2012a,b; Vitoria, 2012; Souza et al., 2008), 81 espécies
de Ascomycota foram identificadas. Byssosphaeria
schiedermayeriana (Fuckel) M. E. Barr, Javaria
samuelsii Boise e Pemphidium zonatum K. D. Hyde
sdo0 novos registros para a regido Nordeste.
Coccostromopsis diplothemii (Rehm) K. D. Hyde
& P.F. Cannon e Fasciatispora petrakii (Mhaskar
& V.G. Rao) K. D. Hyde s3o novas ocorréncias para
o estado de Pernambuco e Coccostromopsis
palmicola (Speg.) K. D. Hyde & P. F. Cannon um
novo registro para a Bahia.

O objetivo desse trabalho foi contribuir para a
expansao do conhecimento sobre os Ascomycota
associados com palmeiras em areas de extrema
importancia bioldgica. Nesta publicacdo sao
documentados e ilustrados novos registros € novos
hospedeiros para o Nordeste Brasileiro.
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Material e Métodos

Folhas mortas de Attalea funifera Mart. ex
Spreng., Bactris acanthocarpa Mart., Elaeis
guineensis Jacq., Euterpe edulis Mart., E. oleracea
Mart., Mauritia flexuosa L.f., Polyandrococos
caudescens (Mart.) Barb. Rodr. e Syagrus
botryophora (Mart.) Mart. foram coletadas nos
municipios de: Cabo de Santo Agostinho (08°10°00” S
€ 35°02’30” W, 54m altitude), Recife (08°15°30” S e
35°57° 00” W, 30m de altitude) e Tamandaré
(08°43°55” S e 35°10°26” W, 95m altitude)/
Pernambuco, Una (15°16° 207" S e 39°05° 532 W,
86m altitude) e Uruguca (14°36° 165” S € 39°16” 608”
W, 100m altitude)/Bahia. Os espécimes identificados
foram herborizados e depositados nos Herbarios URM
(Departamento de Micologia da Universidade Federal
de Pernambuco, Recife-Pernambuco) e CEPEC
(Colecao Micologica do Centro de Pesquisas do
Cacau). A analise topografica do material coletado e
as mensuragdes das estruturas macroscépicas foram
feitas com auxilio de microscopio estereoscopico
(Holtermann modelo LH-20/10x).

Apos o exame, fragmentos das estruturas fungicas
foram montados entre lamina e laminula, utilizando
lactofenol como meio de montagem, com ou sem
adicao de corantes (azul de algodao ou fucsina acida).
Reagente de Melzer e KOH a 10% e 3% também
foram utilizados. As preparagdes foram observadas
ao microscopio de luz em diversos aumentos para
caracterizacao das microestruturas do fungo, as quais
foram medidas com auxilio de um micrometro ocular.
As fotomicrografias foram feitas utilizando-se uma
camara digital (Cyber-shot 4.1 mega pixels). Utilizou-
se literatura especifica para identificagdo dos
espécimes.

Resultados e Discussao

1. Byssosphaeria schiedermayeriana (Fuckel)
M.E. Barr, Mycotaxon 20(1): 34. 1984.
Figuras 1, 7, 13, 19, 20.

Descricao: Ascomas 440-550 x 430-560 pm,
superficiais, solitarios ou em grupos, com subiculo de
hifas marrons, ostiolados, com area do poro alaranjada.
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Ascos 125-150 x 10-12,5 um, cilindrico-clavados, 8-
esporos. Ascosporos 28-39 x 5-7 um, hialinos quando
jovens, tornando-se amarelos a marrons quando velhos,
bicelulares, lisos, com pequenos apéndices
mucilaginosos, 2-3 x 2-3,5 um, em ambas as
extremidades.

Comentario: Trata-se de B. schiedermayeriana,
redescrito por Barr em 1984. O género Byssosphaeria
foi anteriormente sinonimizado em Herpotrichia
Fuckel; no entanto, Barr (1984) o reestabeleceu,
sinonimizando muitos outros géneros em
Byssosphaeria. Essa classificacdo ndo € aceita por
todos os micologistas, mas ¢ seguida neste estudo.
Barreto ¢ Evans (1994) documentaram B.
schiedermayeriana para a regido sul do Brasil. Este
¢ o segundo registro para o pais € o primeiro para o
Nordeste. A palmeira E. guineensis constitui novo
hospedeiro para o fungo estudado.

Distribuicao: Cosmopolita, incluindo: Alemanha,
Argentina, Australia, Birmania, Brasil, Filipinas, Gra-
Bretanha, Hong Kong, Italia, Japao, Malasia, Norte e
Sul da Africa, Asia, Taiwan.

Substratos: Madeira morta de plantas e outros
substratos, incluindo: Archontophoenix, Cocos,
Elaeis, Rhapis, Trachycarpus (Arecaceae),
Chromolaena (Asteraceae), Deutzia
(Hydrangeaceae), Jussiaea (Onagraceae).

Material examinado - BRASIL. BAHIA:
Uruguca, EMARC, em folhas mortas (raque) de E.
guineensis, 18 mar. 2010, N.S. Vitoria 108 (CEPEC
2272, URM 83498).

2. Coccostromopsis diplothemii (Rehm) K.D.
Hyde & P.F. Cannon, Mycol. Pap. 175: 63. 1999.
Figuras 2, 8, 14, 21.

Descricao: Estromas em forma de losango na
superficie da folha, anfigenos, carbonaceos,
verrucosos, recobertos por uma camada de
coloracdo amarelo enxofre, facilmente removida em
KOH, ostiolados, irrompentes; em sec¢do vertical
300-600 x 280-700 um, subglobosos. Ascos 82,5-
125 x 10-20 pum, cilindrico-clavados, unitunicados,
8-esporos, parafisados. Ascosporos 15-25 X 7,5 um,
elipsdides a fusiformes, hialinos a amarelados,
unicelulares, gutulados, bainha mucilaginosa nao
observada.

Comentario: O material foi identificado como C.
diplothemii ap6s comparag¢do dos caracteres
morfolégicos das espécies afins (Hyde & Cannon,
1999). Coccostromopsis diplothemii ja foi
documentada para o Brasil nos estados de Minas Gerais
e Sergipe. No pais, os hospedeiros conhecidos sao:
Bactris ferruginea e Bactris sp. Este ¢ o primeiro
registro de C. diplothemii para o estado de Pernambuco
sobre um novo hospedeiro, B. acanthocarpa.

Distribuic¢ao: Brasil, Cuba, Republica Dominicana,
Guiana, Paraguai, Trinidad.

Substratos: Allagoptera, Astrocaryum, Bactris,
Diplothemium, Euterpe e Prestoea (Arecaceae).

Material examinado - BRASIL.
PERNAMBUCO: Recife, Parque Estadual Dois
Irmaos, em folhas vivas de B. acanthocarpa, 03 nov.
2008, N.S. Vitoriall7 (CEPEC 2281, URM 83505).

3. Coccostromopsis palmicola (Speg.) K.D.
Hyde & P.F. Cannon, Mycol. Pap.175: 67.
Figuras 3, 9, 15, 22.

Descricao: Lesdes alongadas, de coloragao
marrom-claras, com estromas ascigeros 0,6-1,3 mm
diametro, negros, anfigenos, de textura macia, 1-varios
loculos, superficie verrucosa, subglobosos, isolados ou
em linha, com base truncada e fracamente aderidos a
superficie do hospedeiro. Ascos 100-146 x 16-30 um,
cilindrico-clavados, unitunicados, 8-esporos.
Ascosporos 18-28 x 8-14 um, hialinos quando imaturos,
marrom-claros quando maduros, disticos, elipsoides a
ovoides, com extremidades arredondadas, lisos,
unicelulares, com bainha mucilaginosa. Anamorfo
presente na folha, com conidiomas 0,2-1 mm didmetro,
negros, pulvinados, podendo formar extensos l6culos
na parte superior do estroma ascigero. Picnidios 30-
38 x 4-6 um, hialinos, fusoides.

Comentario: O fungo estudado ¢
morfologicamente semelhante a C. palmicola,
documentado para o Brasil no Distrito Federal, na
Paraiba, em Sergipe e no Rio de Janeiro (Hyde &
Cannon, 1999). Este ¢é o primeiro registro para o estado
da Bahia sobre um novo hospedeiro, 4. funifera.

Distribuiciao: Argentina, Brasil e Paraguai.

Substratos: Attalea (Arecaceae), Allagoptera
(Arecaceae), Butia (Arecaceae), Cocos
(Arecaceae), Diplothemium (Arecaceae).
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Material examinado - BRASIL. BAHIA:
Uruguca, Parque Estadual da Serra do Conduru, em
folhas vivas de A4. funifera, 18 mar. 2009, J.L. Bezerra
616 (CEPEC 992).

4. Fascistispora petrakii (Mhaskar & V.G. Rao)
K.D. Hyde, Nova Hedwigia 61(1-2): 255. 1995.
Figuras 4, 10, 16, 23, 24.

Descricao: Ascomas em secc¢do vertical 150-200
% 90-192,5 um, subglobosos, imersos, com ostiolo central,
perifisados. Ascos 80-100 % 10-14 um, unitunicados, 8-
esporos, cilindricos, curto-pedicelados, com um anel
apical I, 3 x 1-2 um, discoide, parafisados. Ascosporos
12-16,5 X 5-7 um, unicelulares, marrons, com uma faixa
hialina equatorial, elipséides a ovoéides, lisos, bainha
mucilaginosa observada apenas nos ascosporos ainda
Nos ascos.

Comentario: As colecdes foram identificadas como
F. petrakii de acordo com a chave de Hyde (1995).
Na literatura, os hospedeiros previamente listados para
F. petrakii sdo da familia Arecaceae. No Brasil, F
petrakii foi reportada sobre Butia sp. no Distrito
Federal e E. oleifera Kunth, na Bahia (Mendes &
Urben, 2011). Este € o primeiro registro de F. petrakii
para o estado de Pernambuco, e para as palmeiras: E.
oleracea, M. flexuosa e S. botryophora, que
constituem novos hospedeiros.

Distribui¢ao: Australia, Brasil, Brunei, China,
Filipinas, Florida, India, Hong Kong, Java, Malésia,
Papua-Nova Guiné, Singapura, Tailandia e USA.

Substratos: Archontophoenix, Butia, Calamus,
Cocos, Cyrtostachys, Daemonorops, Elaeis,
Euterpe, Licuala, Livistona, Mauritia, Metroxylon,
Oncosperma, Phoenix, Sabal, Syagrus,
Trachycarpus e Wallichia (Arecaceae).

Material examinado — BRASIL. BAHIA:
Uruguca, EMARC, em folhas mortas (raque) de S.
botryophora, 19 mar. 2009, N.S. Vitoria (URM
83509). PERNAMBUCO: Cabo de Santo Agostinho,
Reserva Ecolégica de Gurjat, em folhas mortas (raque)
de E. guineensis, 09 jun. 2009, N.S. Vitorial19 (URM
83507, CEPEC 2283); ib., em folhas mortas (raque)
de E. oleracea N.S. Vitoria 120 (CEPEC 2284);
Recife, Parque Estadual Dois Irmaos, em folhas mortas
(raque) de M. flexuosa, 06 set. 2010, N.S. Vitoria
(URM 83506); Tamandaré, Reserva Bioldgica de
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Saltinho, em folhas mortas (raque) de E. oleracea,
03 set. 2010, N.S. Vitoria (URM 83508).

5. Javaria samuelsii Boise, Acta Amazon., Supl.
14 (1-2, Suppl.): 50. 1986.
Figuras 5, 11, 17, 25.

Descricao: Ascomas em secc¢do vertical 440-470
% 550-650 um. Ascos 135-227 x 15-25 um, bitunicados,
8-esporos, com pseudoparafises filiformes, 1 um
diametro. Ascosporos 42,5-57 x 6-8 um, hialinos, 1-
septados, levemente constritos no septo central, disticos,
com uma bainha mucilaginosa que se prolonga nas
extremidades dos esporos fusiforme-alongados.

Comentario: Os espécimes examinados foram
identificados morfologicamente de acordo com Boise
(1986). Segundo este autor, Javaria difere de
Astrosphaeriella na pigmentagdo e estrutura dos
ascosporos. No entanto, Hyde & Frohlich (1998)
ampliaram a concep¢do genérica de
Astrosphaeriella, sinonimizando Javaria. Por causa
das semelhancas morfoldgicas entre Javaria e
Astrosphaeriella esses géneros estdo em
Melanommatales. Na atualidade, Javaria ¢ um
epiteto valido, com duas espécies. Estudos
moleculares sdo necessarios para ampliar o
conhecimento sobre o género. No Brasil, J. samuelsii
foi encontrada na Amazdnia sobre uma palmeira
indeterminada. Este ¢ o primeiro registro para a regiao
Nordeste.

Distribuicao: Brasil e Nova Zelandia.

Substratos: Elaeis (Arecaceae), Nothofagus
(Fagaceae), peciolo de palmeira indeterminada.

Material examinado - BRASIL. PERNAMBUCO:
Recife, Parque Estadual Dois Irmaos, em folhas
mortas (raque) de E. guineensis, 18 nov. 2009, N.S.
Vitoria 128 (URM 83512, CEPEC 2292).

6. Pemphidium zonatum K. D. Hyde, Sydowia
45(1): 8.1993.

Figuras 6, 12, 18, 26.

Descri¢ao: Ascomas em secg¢do vertical 530-1283
x 160-480 pum, lenticulares, ostiolo central. Ascos
160-262,5 x 7,5-10 um, cilindricos, longos,
parafisados, I', 8-esporos, unitunicados. Ascosporos
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67-95(-112,5) x 3-5 pm, hialinos, unicelulares, lisos,
com bandas refringentes, cilindricos, acuminados, com
apéndice polar em ambas as extremidades.

Comentario: Os espécimes foram identificados
morfologicamente como P. zonatum de acordo com
Frohlich & Hyde (2000). Na descrigdo original de P,
zonatum 0S ascomas S0 Um pouco menores € os
ascos um pouco maiores; no entanto, sdo
morfologicamente semelhantes. Pemphidium zonatum
ja foi registrado para o Brasil, na Amazonia. Este é o
primeiro registro da espécie para a regido Nordeste,
sobre quatro novos hospedeiros: Attalea, Elaeis,
Euterpe e Polyandrococos.

Distribuicio: Brasil, Equador e Guiana.

Substratos: Attalea, Elaeis, Euterpe, Jessenia,
Mauritia, Phenakospermum e Polyandrococos
(Arecaceae).

Material examinado — BRASIL. BAHIA: Una,
Esta¢do Experimental Lemos Maia, em folhas mortas
(raque) de A. funifera, 20 jan. 2009, N. S. Vitoria 169
(CEPEC 2333); ib., em folhas mortas (raque) de E. edulis,
21 jul. 2009, N.S. Vitoria (URM 83524); Uruguca, Parque
Estadual da Serra do Condurti, em folhas mortas (raque)
de P caudescens, 17 mar. 2010, N. S. Vitoria 170
(CEPEC 2334). PERNAMBUCO: Recife, Parque
Estadual Dois Irmédos, em folhas mortas (raque) de E.
guineensis, 18 nov. 2009, N. S. Vitoria (URM 83523).

Figuras 1-9. Fungos da serrapilheira de Arecaceae na Bahia e em Pernambuco. Aspectos dos ascomas no substrato: 1 - Byssosphaeria
schiedermayeriana, 2 - Coccostromopsis diplothemii, 3 - Coccostromopsis palmicola, 4 - Fascistispora petrakii, 5 - Javaria samuelsii,
6 - Pemphidium zonatum. Secgao vertical dos ascomas: 7 - B. schiedermayeriana, 8 - C. diplothemii, 9 - C. palmicola.
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Figuras 10-18. Fungos da serrapilheira de Arecaceae na Bahia e em Pernambuco. Aspectos dos ascomas no substrato: 10 - F.
petrakii, 11 - J. samuelsii, 12 - P. zonatum. Morfologia dos ascos: 13 - B. schiedermayeriana, 14 - C. diplothemii, 15 - C. palmicola,

16 - F. petrakii, 17 - J. samuelsii, 18 - P. zonatum.
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Figuras 19-26. Fungos da serrapilheira de Arecaceae na Bahia e em Pernambuco. Morfologia dos ascosporos: 19-20 - B.

schiedermayeriana, 21 - C. diplothemii, 22 - C. palmicola, 23-24 - F. petrakii, 25 - J. samuelsii, 26 - P. zonatum.
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O presente trabalho teve como objetivo o levantamento de fungos endofitos e do filoplano isolados de folhas
sadias de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) da Estacdo Ecologica de Tapacurd, Sdo Lourenco da Mata,
Pernambuco, Brasil. Durante os periodos seco (marco) e chuvoso (julho) de 2007, foram coletadas 360 folhas sadias
de C. echinata em cinco pontos da Estacdo de Tapacura e levadas ao laboratorio para analise. Todo o material foi
fragmentado em discos de Smm de diametro, totalizando 360 discos. Metade dos discos passou pelo processo de
desinfestacao em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito (NaOCIl) 3% por 4 minutos, novamente em alcool 70% por 30
segundos, em seguida, lavados em 4gua destilada esterilizada, e plaqueados em Batata Dextrose Agar (BDA),
acrescido de cloranfenicol (50 mL™), ¢ a outra metade foi esterilizado segundo a técnica de lavagens sucessivas em
agua destilada esterilizada e plaqueados em cadmara-timida. Os fragmentos foram incubados em triplicata, a temperatura
ambiente (28 +2°C), durante trés a quinze dias, para o desenvolvimento das colonias fingicas e posterior identificagao.
Foram obtidas 12 espécies endofitas e 40 espécies do filoplano, representantes dos fungos anamorficos e do filo
Zygomycota. Pestalotiopsis maculans (endofito = 42,86%; filoplano = 37,5%) foi a espécie mais frequente no
estudo. Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum gloesporioides, Curvularia pallescens, Lasiodiplodia
theobromae, P. maculans e Scopulariopsis fimicola foram espécies comumente isoladas como endofitas e do
filoplano de pau-brasil.

Palavras-chave: Pestalotiopsis maculans, mata atlantica, pau-brasil

Endophytes and phylloplane fungi of Caesalpinia echinata Lam. of Estagao

Ecolégica de Tapacura, PE. The aim of the current study was to survey fungal endophytes and
phylloplane isolates from healthy leaves of Caesalpinia echinata Lam. (Brazil wood) at Tapacura Echological
Station in Sdo Lourencgo da Mata, Pernambuco, Brazil. During the dry (March) and rainy (July) season in 2007, were
collected from 360 healthy leaves of C. echinata in five points Station Tapacura and taken to the laboratory for
analysis. The material was fragmented in Smm diameter discs, totaling 360 foliar discs. Half of the discs passed the
disinfestation process in ethanol 70% for 1 minute, hypochlorite (NaOCl) 3% for 4 minutes, again in ethanol 70% for
30 seconds to remove the excess of hypochlorite, then washed in distilled and sterilized water and plated were
plated in Potato Dextrose Agar (PDA) added with chloramphenicol (50 mL") and the other half was sterilized
according to the technique of successive washes in sterile water and plated in moist chambers. The fragments were
incubated in triplicate at room temperature (28 £ 2 °C) for three to fifteen days the development of fungal colonies
and subsequent identification. We obtained 12 endophytes species and 40 species of phylloplane, representatives
of anamorphic fungi and of the phylum Zygomycota. Pestalotiopsis maculans (endophyte = 42.86%; phyloplan =
37.5%) was the most frequent species in the study. Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides,
Curvularia pallescens, Lasiodiplodia theobromae, P. maculans and Scopulariopsis fimicola species were commonly
isolated as endophytes and phylloplane Brazil wood.

Key words: Pestalotiopsis maculans, rain forest, Brazil wood
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Introducao

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas tropicais com
maior diversidade bioldgica e que apresenta muitas
espécies vegetais endémicas (Peixoto, 1992). Dentre
elas destaca-se o pau-brasil (Caesalpinia echinata
Lam.), uma espécie endémica brasileira, tipica da
floresta atlantica, cuja ocorréncia consiste numa area
que se estende desde o Estado do Rio Grande do Norte
ao Rio de Janeiro (Carvalho, 1994), que em func¢ao da
exploragdo predatoria/comercial sofrida durante a
ocupacdo da costa brasileira, reduziu sua distribui¢ao
a pequenos remanescentes na atualidade (Mello Filho,
1992; Cardoso et al., 1998; Barbosa e Thomas, 2002).

Os fungos desempenham importante funcao nos
ecossistemas, onde vivem como saprobios, parasitas
de plantas, animais, de outros fungos ou em simbiose,
formando associagdes com varios organismos (Dudka,
1974). Como cosmopolitas, colonizam diferentes
ambientes e substratos (Maia et al., 2002), tais como
as superficies foliares (fungos de filosfera) ou o
interior de diferentes partes de plantas sadias, sem
causar danos (fungos endofiticos) (Carrol, 1989). Os
fungos endofitos podem inicialmente habitar a
superficie da planta como epifitas, penetrando através
dos estdmatos da folha ou feridas (Maccheroni Jr. et
al., 2004). As folhas sdo 6rgaos com maior incidéncia
de estudos endofiticos, apresentando altas taxas de
infecc¢ao (Arnold, 2007).

Estudos anteriores ja relacionaram diferentes grupos
de fungos ao pau-brasil, vivo ou morto (Auer et al., 1989;
Bezerra e Costa, 2001; Araujo et al., 2005; Santos e
Vinha, 1982; Grandi e Silva, 2003; Grandi e Silva, 2006).
Porém, devido a importancia, representatividade no
quadro histérico nacional e contemporaneo, € o risco de
extingdo, sobrando apenas pequenas populagdes isoladas
dessa espécie (IBAMA, 20006), este trabalho teve como
objetivo o levantamento de fungos filamentosos do
filoplano e endofitos de folhas sadias de C. echinata
da Estagdo Ecoldgica de Tapacura, no municipio de Sao
Lourengo da Mata, um dos principais remanescentes
de pau-brasil do Estado de Pernambuco.

Material e Métodos

Durante os periodos seco (mar¢o) e chuvoso (julho)
de 2007, foram realizadas duas coletas, em cinco pontos
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equidistantes, de 360 folhas sadias (180 por coleta) de
C. echinata na Estagdo Ecologica de Tapacura, Sao
Lourengo da Mata, Pernambuco, Brasil (§°05°S e
35°13’W) e levadas ao laboratorio para analise.

Isolamento de fungos endoéfitos e do filoplano

As folhas foram fragmentadas em discos foliares
de Smm de didmetro com um furador comum
esterilizado, totalizando 360 discos (180 por coleta)
retirados principalmente da por¢ao mediana das folhas.

Metade dos discos (90) passou pelo processo de
desinfesta¢do em etanol 70% (1 minuto), hipoclorito
de s6dio a 3% (4 minutos), novamente em alcool 70%
por 30 segundos, e trés lavagens com agua destilada
esterilizada (Aratjo et al., 2002; Pereira et al., 1993).
Apos a assepsia, seis discos foram transferidos para
placas de Petri, em triplicata, contendo o meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), acrescido de
cloranfenicol (50mL™"), totalizando assim 15 placas e
90 discos incubados por coleta. As placas foram
deixadas a temperatura ambiente (28 + 2°C) e
observadas diariamente por 3-10 dias quanto ao
crescimento de fungos endofitos. Foram totalizados
15 placas e 90 discos incubados por coleta. A medida
que ocorria formagao de colonias nas bordas dos discos,
as mesmas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo o meio BDA (Pereira et al., 1993).

Para o isolamento de fungos do filoplano, a outra
metade do material (90 discos) foi submetida a técnica
de lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada
por 10 vezes (Grandi e Gusmao, 1998). Durante cada
lavagem, os frascos foram agitados vigorosamente por
um minuto, e os discos acondicionados (seis por placa),
em triplicata, em cémara-umida. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente de 28 +2 °C, durante
cinco a quinze dias (periodo de isolamento dos fungos)
e acrescida de agua destilada esterilizada para manter
a umidade (Grandi, 1998; 1999). O processo de
isolamento dos fungos foi procedido sob microscopio
estereoscopico, onde as estruturas reprodutivas foram
transferidas dos discos para placas, contendo o meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido de
cloranfenicol (50 mL™").

A identificacdo das espécies foi efetuada através
da observag@o macroscopica das colonias, seguida de
elaboracdo de laminas com visualizagdo e exame das
caracteristicas microestruturais, analise comparativa
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com parametros estabelecidos na taxonomia
convencional, de acordo com a literatura especializada:
Ellis (1971; 1976), Sutton (1980), Domsch et al. (1993),
dentre outras.

Analise de dados

A frequéncia de ocorréncia das espécies fungicas
foi calculada, segundo Araujo et al. (2002) e
classificadas nas seguintes categorias: muito frequente
(F>70%), frequente (F <70>30%), pouco frequente
(F <30>10%) e esporadica (F < 10%). O indice de
Sorensen (1948) foi aplicado para andalise da
similaridade entre os substratos.

Resultados e Discussao

Dos fragmentos de folhas sadias de C. echinata
semeados em meio de cultura, foram assinalados 11
géneros distribuidos em 12 espécies pertencentes aos
fungos anamorficos (Tabela 1). Essas espécies foram
classificadas como esporadicas (maioria), pouco
frequentes e frequentes endéfitos de folhas de pau-
brasil. Dentre os fungos identificados, Pestalotiopsis
maculans (42,86%) e Colletotrichum
gloeosporioides (28,56%) foram os mais isolados.

O género Colletotrichum abrange espécies
fitopatdégenas que provocam grandes perdas
econdmicas em todo o mundo, sendo também
predominantemente isolado em diversas variedades de
plantas sadias como endofito (Pereira et al., 1993),
podendo estar em seu estado latente (Azevedo et al.,
2002) sem causar qualquer doenga aparente, e até
atuar na defesa da planta por produgdo de metabdlitos
bioativos (Souza et al., 2004).

Pestalotiopsis, género com ampla distribuicdo
mundial, pode ocorrer em varios substratos (Wang et
al., 2005). Como endofitica, Pestalotiopsis sp. foi
isolada de palmeiras (Rodrigues ¢ Samuels, 1990),
Rhizophora (Kumaresan e Suryanarayanan, 2002),
bananeiras (Photita et al., 2001) ¢ umbuzeiro (Freire
e Bezerra, 2001).

Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia,
Drechslera, Geotrichum, Lasiodiplodia,
Nigrospora, Paecilomyces, Pestalotiopsis,
Scopulariopsis e Trichoderma, isolados em C.
echinata da Estacao de Tapacurd, estao enquadrados,

como géneros endofiticos de comum isolamento entre
plantas de regides tropicais e subtropicais (Mendes et
al., 2004; Costa et al., 2011) e de algumas culturas de
importancia economica, como soja (Glicine Max L.),
cacau (Theobroma cacao L.), cana-de-agucar
(Saccharum sp.), citrus (Citrus limon L.), milho (Zea
mays L.), fumo (Nicotina tabacum L.) e café (Coffea
arabica L.) (Franken et al., 1998; Aratjo, 2001; Mendes,
etal., 2001; 2004; Mendes e Azevedo 2007; Raviraja,
2005; Sette et al., 2006; Tejesvi et al., 2005, 2006; Gond
etal., 2007).

Nas amostras de filoplano de C. echinata, foram
isolados 22 géneros, distribuidos em 40 espécies (Tabela
1), dos quais 99,4% pertencem aos fungos anamorficos
€ 0,60% ao filo Zygomycota. A maioria dessas espécies
foram classificadas como esporadicas para o filoplano
de pau-brasil. Dos fungos identificados, Acremonium
strictum (14,34%), Beltrania rhombica (9,50%),
Colletotrichum gloeosporioides (9,16%) e
Pestalotiopsis maculans (37,50%), foram os mais
isolados no material pesquisado.

Pestalotiopsis maculans foi o taxon mais
representado durante os periodos de coleta, sendo
principalmente encontrado no periodo chuvoso,
juntamente com C. gloeosporioides ¢ B. rhombica,
enquanto que A4. strictum foi mais evidenciado no
periodo seco. Espécies de Acremonium sao citadas
por Eicker (1973) como presente no filoplano na forma
de propagulos.

Colletotrichum gloeosporioides ¢ bastante
comum para o filoplano de diferentes plantas (Lira,
1990; Cabrera, 2003; Urdenata e Delgado, 2007),
apresentando ampla distribuicao e estando relacionado
a queimas de folhas, manchas foliares (Obazee e
Ikozun, 1985) e antracnoses (Urdenata e Delgado,
2007).

Espécies do género Pestalotiopsis sdo em sua
maioria fitopatdégenas de plantas (Barguil et al., 2008),
podendo apresentar-se também como saprobias (Zhang
etal., 2003).

Alternaria alternata, C. gloeosporioides,
Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Lasiodiplodia
theobromae e Nigrospora sphaerica, foram
constatadas com alta frequéncia no filoplano de
Theobroma cacao L. (cacau) na Venezuela (Urdenata
e Delgado, 2007). Os géneros Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Cylindrocladium,
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Tabela 1. Frequéncia das espécies endofitas e do filoplano isoladas de folhas de Caesalpinia echinata da Estagao Ecolégica de
Tapacura, 2007

Endoéfito Frequéncia Categoriade Filoplano Frequéncia Categoria de

Espécies . A
(%) frequéncia (%) frequéncia
Absidia corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter (=Lichtheimia o
corymbifera (Cohn) Vuill.) + 0,32 Esporadica
Acremonium kiliense Griitz (=Sarocladium kiliense
(Griitz) Summerb.) + 0,91 Esporadica
A. murorum (Corda) W. Gams. (=Gliomastix murorum
(Corda) S. Hughes) + 0,32 Esporadica
A. strictm W. Gams (=Sarocladium strictum (W. Gams)
Summerb.) + 14,34 Pouco frequente
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. + 0,91 Esporadica
Aspergillus alliaceus Thom & Church. + 0,32 Esporadica
A. awamori Nakaz. + 0,32 Esporadica
A. caespitosus Raper & Thom + 2,14 Esporadica
A. flavipes (Bainier e R. Sartory) Thom & Church + 0,32 Esporadica
A. flavus Link. + 1,53 Esporadica
A. fumigatus Fresen. + 1,53 Esporadica

A. oryzae (Ahlb.) E. Cohn (=Aspergillus flavus var. oryzae

(Ahlb.) Kurtzman, M.J. Smiley, Robnett & Wicklow) + 0,61 Esporadica
A. parasiticus Speare + 0,32 Esporadica
A. tamarii Kita + 0,32 Esporadica
A. wentii Wehmer + 1,23 Esporadica
Beltrania rhombica Penz. + 9,50 Esporadica
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries + 1,06 Esporadica + 0,32 Esporadica
C. sphaerospermum Penz + 1,06 Esporédica

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.  + 28,56 Pouco frequente + 9,16  Esporadica
Cunninghamella elegans Lendn. + 0,32 Esporadica
Curvularia pallescens Boedijn (=Pseudocochliobolus

pallescens Tsuda & Ueyama) + 5,82 Esporadica + 1,83 Esporadica
Cylindrocladium  parvum  P.J.  Anderson

(=Cylindrocladiella parva (P.J. Anderson) Boesew.) + 0,61 Esporéadica
Dictyochaeta assamica (Agnihothr.) Aramb., Cabello &

Mengasc. + 0,91 Esporadica
Drechslera australiensis Bugnic. ex M.B. Ellis

(=Cochliobolus australiensis (Tsuda & Ueyama) Alcorn) + 0,32 Esporadica
D. hawaiiensis Bugnic. ex M.B. Ellis (=Cochliobolus

hawaiiensis Alcorn) + 0,61 Esporadica
D. rostrata (Drechsler) M.J. Richardson & E.M. Fraser

(=Setosphaeria rostrata K.J. Leonard) + 1,59 Esporédica

Fusarium heterosporum Nees & T. Nees
(=Gibberella gordonii C. Booth) + 1,53 Esporadica

F. lateritium Nees (=Gibberella baccata (Wallr.) Sacc.)
+ 0,91 Esporadica
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Continuacao

F. moniliforme J. Sheld. (= Gibberella fujikuroi

(Sawada) Wollenw.) 1,53 Esporadica
F. oxysporum Schltdl. 0,61 Esporadica
Geotrichum sp. Link + 1,06 Esporadica

Humicola grisea Traaen 0,91 Esporadica
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. + 7,94 Esporadica 2,44 Esporadica
Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch

(=Khuskia oryzae H.J. Huds.) + 4,23 Esporadica

N. sphaerica (Sacc.) E.-W. Mason (=Khuskia oryzae

H.J. Huds.) 0,61 Esporadica
Penicillium citreonigrum Dierckx 0,32 Esporadica
P islandicum Sopp (=Talaromyces islandicus (Sopp)

Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert) + 0,32 Esporadica
P. purpurogenum Stoll (=Talaromyces purpurogenus

(Stoll) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert) + 0,91 Esporadica
Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj + 42,86 Frequente + 37,50  Frequente
Phomopsis archeri B. Sutton + 0,61 Esporadica
Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval + 0,32 Esporadica
S. fimicola (Costantin & Matr.) Vuill. (=Scopulariopsis

coprophila (Cooke e Massee) W. Gams) + 1,06 Esporadica + 0,32 Esporadica
Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier + 3,70 Esporadica

T. harzianum Rifai + 1,23 Esporadica
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold + 0,91 Esporéadica
Total 12 100 - 40 100 -

Drechslera, Humicola, Nigrospora, Penicillium,
Pestalotiopsis, Scopulariopsis, Trichoderma e
Verticillium, encontrados no filoplano de plantas de
C. echinata da Estacdo Ecolégica de Tapacura,
também foram isolados em folhas de bananeiras
(Musa sp.) (Urdenata et al., 2002).

Alternaria alternata, N. sphaerica e espécies de
Curvularia, Verticillium, Fusarium, Cladosporium e
Drechslera sao fungos cosmopolitas presentes em
regides tropicais, estes podem viver como saprofitas,
epifitas ou como fracos parasitas, podendo ocasionar
lesdes foliares em uma ampla diversidade de cultivos
(Cabrera, 2003; Urdenata et al., 2002; Urdenata e
Delgado, 2007), juntamente com L. theobromae, estao
relacionados a morte regressiva da planta, afetando
diversas culturas na Venezuela como: manga, abacate,
citros, goiaba e outros, causando podriddo em frutos
(Capriles de Reyes, 1979; Farr etal., 1995; Pereira, 2000).

Beltrania rhombica é uma espécie com ampla
distribuicdo em regides tropicais e temperadas (Grandi
e Gusmao, 2002), juntamente com 4. alternata ¢ H.
grisea, foram isoladas em C. echinata, como
decompositores do folhedo (Grandi e Silva, 2006),
sendo, agora, também constatados no filoplano desta
vegetacdo na Estacdo Ecologica de Tapacura.

O género Aspergillus foi bastante representativo
no filoplano (8,64%), com a identificacdo de 10
espécies. Esse género também tem sido isolado da
filosfera de samambaias (Scheidegger e Payne, 2003).

Ao comparar as espécies endofitas com as isoladas
do filoplano de pau-brasil, constatou-se baixa
similaridade (2,5%), e o isolamento de apenas seis
espécies comuns: Cladosporium cladosporioides,
Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia
pallescens, Lasiodiplodia theobromae,
Pestalotiopsis maculans e Scopulariopsis fimicola.
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Segundo Gamboa (1998) ¢ comum a variagao entre
as comunidades de fungos endoéfitos e epifiticos no
mesmo substrato.

Conclusao

Constatou-se a associagdo de varias espécies de
fungos anamorficos em folhas de pau-brasil na reserva
de Tapacurd. Mais pesquisas devem ser realizadas
para conhecer a diversidade de fungos nesta planta,
devido, principalmente, a sua importancia histdorica para
o Brasil.
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FUNGOS NEMATOFAGOS DA RIZOSFERA DE HELICONIAS COMO POTENCIAIS
ANTAGONISTAS A Rotylenchulus reniformis
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As heliconias apresentam inflorescéncias com potencial de comercializaggo, pois além da beleza de cores e formas,
produzem flores em quantidade e t€ém uma resisténcia excepcional apos o corte. O Brasil, principalmente a regido
Nordeste, apresenta condi¢des favoraveis para o desenvolvimento e producdo de flores tropicais. Sabe-se que um
dos principais problemas que acometem as heliconias sdo a ocorréncia de nematoides e fungos. O sucesso econémico
e ecologico do manejo dos fitonematoides requer a adog@o de praticas combinadas, e neste contexto, o controle
biologico podera se constituir numa alternativa viavel. Trinta e quatro amostras de solo da rizosfera de Heliconia spp.
de diversos ecossistemas do sul da Bahia foram processadas para a identificagio e isolamento de fungos nematéfagos.
Foram realizados experimentos in vitro com o objetivo de avaliar o potencial dos fungos mais frequentes (Arthrobotrys
conoides, A. musiformis, A.oligospora, Monacrosporium thaumasium ¢ M. eudermatum) no controle de Meloidogyne
incognita raga 1. Os mais promissores nos testes in vitro (A. musiformis, M. thaumasium e A. oligospora) foram
utilizados no experimento em casa de vegetagdo, onde, Heliconia richardiana e H. rostrata foram plantadas em solo
naturalmente infestado com Rotylenchulus reniformis (920 e 612 nematoides/100 cm?, respectivamente). Aos 45 dias
de aclimatag@o foi inoculado, nas heliconias, um coquetel preparado com os trés fungos mais promissores. Verificou-
se que 30 dias apds a primeira aplicagdo houve uma redugio populacional significativa (P <0,05) de R. reniformis (em
solo e raizes) nas duas espécies de heliconias comparado ao tratamento testemunha. A mortalidade de R. reniformis
apos a segunda e terceira aplicagdo do coquetel ndo foi significativa para solo e raizes de H. rostrata, porém, em H.
richardiana a redugdo acentuada de nematoides presentes nas raizes ocorreu apés a terceira aplicagao.

Palavras-chave: controle bioldgico, nematoide reniforme, Heliconia spp., Arthrobotrys, Monacrosporium.

Predacious fungi from the rhizosphere of heliconias as potential antagonists

to Rotylenchulus reniformis. The heliconias have inflorescences with commercial potential, as well as the
beauty of colors and forms, produce flowers in quantity and have exceptional strength after harvest. Brazil, especially
the Northeast, has favorable conditions for the development and production of tropical flowers. We known that one
of the main problems that affect the heliconias are the occurrence of nematodes and fungi. The economic and
ecological success of the management of nematodes requires the adoption of combined practice, and in this context,
biological control may constitute a viable alternative - four soil samples from the rhizosphere of Heliconia spp. diverse
ecosystems of southern Bahia were processed for identification and isolation of nematophagous fungi. In vitro
experiments were conducted with the objective to evaluate the potential of the fungi most frequent (Arthrobotrys
conoides, A. musiformis, A. oligospora, Monacrosporium thaumasium and M. eudermatum) in the control of
Meloidogyne incognita race 1. The most promising in vitro tests (4. musiformis , M. thaumasium and A. oligospora)
were used in the experiment in a greenhouse, where Heliconia richardiana H. rostrata planted in soil naturally
infested with Rotylenchulus reniformis (920 and 612 nematodes/100 cm?, respectively). At 45 days of acclimation was
inoculated in heliconias, a cocktail prepared with the three fungi most promising. It was found that 30 days after the
first application there was a significant population reduction (P < 0.05) of R. reniformis (in soil and roots) in the two
species of heliconias compared to the control treatment. The mortality of R. reniformis after second and third application
of the cocktail was not significant for soil and roots of H. rostrata, however, in H. richardiana the marked reduction
of nematodes present in the roots occurred after the third application.

Key words: biological control, reniform nematode, Heliconia spp., Arthrobotrys, Monacrosporium
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Introducao

As heliconias sdo plantas de porte herbaceo,
apresentam diversos tamanhos e podem chegar a 10
m de altura. Pertencem a familia Heliconiaceae e ao
género Heliconia L., tém origem Neotropical e
aparecem naturalmente em clareiras, bordas de
florestas e matas ciliares, na América Central e
América do Sul (Mosca et al., 2004). A inflorescéncia
apresenta cores ¢ tamanhos variados e pode ser
explorado comercialmente, pois além da beleza,
produzem flores em quantidade e tém uma boa
resisténcia apos a colheita (Lamas, 2004). O Brasil,
principalmente a regido Nordeste, apresenta condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento e produgao de
flores tropicais, devido a diversidade de clima e solo
existentes (Castro et al., 2007). Uma das alternativas
econdmicas para a regido sul da Bahia ¢ o cultivo de
flores, folhagens e plantas ornamentais tropicais.
Dentre estas, as heliconias cujas inflorescéncias se
destacam por serem rusticas e apresentarem tolerancia
a doencas, contudo, os fatores ambientais,
principalmente as temperaturas elevadas, tém
propiciado a ocorréncia de epidemias.

O cultivo de heliconia em larga escala por meio de
propagacao vegetativa (rizomas) ¢ o intercambio
indiscriminado de germoplasmas, muitas vezes sem a
quarentena necessaria, causa um desequilibrio no
agroecossistema com ocorréncia de pragas e doengas
(Assis et al., 2002). As principais pragas desta cultura
sdo cochonilhas, acaros, nematoides, formigas e
pulgdes (Santos et al., 2010).

Em levantamento de fitonematoides associados a
Zingiberales ornamentais (Etlingera elatior (Jack)
R.M. Sm., Zingiber spectabilis Griff, Alpinia
purpurata (Vieillard) K. Schumann, Musa coccinea
Andrews, Tapeinochilos ananassae (Hassk.) K.
Schum e Heliconia spp.) em areas produtoras de
Pernambuco constatou-se ocorréncia frequente dos
seguintes géneros: Pratylenchus Taylor,
Rotylenchulus Linford & Oliveira, Meloidogyne
Goeldi, Helicotylenchus Steiner e Criconemella
Grisse & Loof. Sintomas da meloidoginose foram
constatados em 100% das areas de plantios. As
espécies de Meloidogyne detectadas foram M.
incognita (Kofoid and White) Chitwood, M. arenaria
Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood (Assis
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etal., 2012). Em sete municipios da regido litoral Sul
do estado da Bahia foram detectados em variedades
de heliconias: Helicotylenchus erythrinae
(Zimmermann) Golden, H. crenacauda Sher, H.
dihystera (Cobb) Sher, Hemicycliophora sp.,
Meloidogyne incognita, Mesocriconema sp.,
Pratylenchus sp., Pratylenchus zeae Graham e
Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira (Mattos
Sobrinho etal., 2012).

Rotylenchulus reniformis ¢ um importante
patdégeno que causa danos significativos a varias
culturas de interesse econdmico, tais como, soja,
algodao (Asmus e Richetti, 2010), entre outras. A
ampla faixa de hospedeiros ¢ um fator limitante para
a utilizag¢do da rotacdo de culturas como medida de
manejo (Soares et al., 2004). Por nao existir
agrotoxicos registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para serem
utilizados no controle de pragas e doengas em
heliconias, outras taticas devem ser adotadas no
manejo, tais como a incorporacdo de matéria
organica ao solo, a sanidade do material de
propagagao, uso de Azadirachta indica A. Jussieu
(Orsini et al., 2010), além de fungos nematdfagos
predadores como espécies de Arthrobotrys Corda
e Monacrosporium Oudemans (Silveira, 2000;
Silveiraetal., 2001; Soares et al., 2009; Martinelli e
Santos, 2010) e fungos oportunistas, que tém se
mostrado promissores no  biocontrole de
fitonematoides pois sdo parasitos facultativos, o que
facilita a multiplicacdo in vitro e a sobrevivéncia
no solo (Ferraz e Santos, 1995) e sdo os mais
frequentes em solos brasileiros.

Os estudos e levantamentos de pragas e doencas
na cultura da heliconia na regido sul da Bahia sao
escassos. A expansao do plantio de heliconias e o clima
umido e quente tém favorecido os problemas
fitossanitarios, destacando-se os fitonematoides. O
presente trabalho teve como objetivos: i) avaliar a
atividade predatéria in vitro de fungos nematdfagos
isolados da rizosfera de heliconias sobre Panagrellus
redivivus L. e de Meloidogyne incognita raga 1, ii)
em condi¢des de casa de vegetacdao avaliar a
potencialidade dos isolados que se mostraram mais
promissores sobre R. reniformis, em Heliconia
richardiana Miq. e H. rostrata Ruiz e Pavan
plantadas em solo naturalmente infestado.
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Material e Métodos

Deteccao, isolamento e identificacao dos
fungos nematofagos

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de
Fitopatologia/Nematologia e em casa de vegetagcao da
Universidade Estadual de Santa Cruz, I1héus - BA. O
solo foi coletado da rizosfera de heliconias de diversos
ecossistemas da regido Sul da Bahia. Os fungos foram
isolados pelo método de espalhamento de solo,
modificado por Santos et al. (1991). Os conidios
produzidos em nematoides de vida livre (NVL) P,
redivivus adicionados as placas foram transferidos
para tubos de ensaio contendo BDA e, posteriormente,
para placas de Petri contendo o mesmo meio de
cultura.

Apos cinco a sete dias de desenvolvimento dos
fungos, foram removidos quatro discos de 5 mm de
diametro dos bordos das colonias, transferindo-os para
placas de Petri com 4gar-dgua (AA) a 2%. Cinco dias
apos, adicionou-se 1 mL de uma suspensao concentrada
(cerca de 100 individuos/mL) de NVL que foram
cultivados em placas de Petri com aveia (Heintz, 1978).
Apos 10 dias foi constatado que havia nematoides
predados. Apds esporulagdo dos fungos, estes foram
repicados com o auxilio de um estilete flambado, sob
um microscopio estereoscopio e, em camara de fluxo
laminar, transferiram-se esporos individuais dos fungos
para tubos de ensaio contendo BDA inclinado. As
culturas foram comparadas com as originais. Laminas
foram preparadas com as principais estruturas
morfologicas dos fungos e dos NVL predados pelos
diferentes tipos de armadilha de captura e observadas
sob microscopio estereoscopico e Optico para a
identificacao das espécies (Haard, 1968; Liu e Zhang,
1994).

Producao de inéculo de M. incognita raca 1

Tomateiros (Solanum lycopersicom L.) cv. Santa
Cruz Kada foram semeados em bandejas de isopor,
com substrato formado de mistura de solo e areia (1:2),
previamente autoclavado, e apos 15 dias as mudas
foram transplantadas para vasos plasticos (6 L)
contendo o mesmo tipo de substrato. Dez dias apos o
tratamento, as mudas foram inoculadas com
populagdes puras de M. incognita raga 1 e mantidas
em casa de vegetacdo. Decorridos 45 dias, as raizes

foram removidas e lavadas cuidadosamente, ¢ as
massas de ovos foram coletadas sob microscopio
estereoscopio e em seguida desinfestadas conforme
Boneti e Ferraz (1981). A suspensao de juvenis de
segundo estadio (J2) foi obtida pelo método de Cliffe
Hirschmann (1985), onde foi colocada em placas de
Petri esterilizadas uma tela plastica e, sobre esta, um
papel de espessura fina onde foram depositados os
ovos, em seguida, foram adicionados 20 mL de agua
destilada e estéril. Estas placas foram mantidas a
temperatura de 28°C por um periodo de cinco dias.
Os J2 obtidos a partir do terceiro dia da eclosdo foram
utilizados para o teste de patogenicidade. Os juvenis
coletados destas camaras, com auxilio de pipeta de
Pasteur foram mantidos em geladeira a 5°C em
béqueres de 100 mL. A calibragdo final da suspen¢ao
com J2 foi ajustada para 100/mL sob microscéopio
optico, utilizando-se lamina de Peters.

Patogenicidade dos fungos nematéfagos a P.
redivivus e M. incognita raca 1

Foi utilizado apenas um isolado de cada espécie
fungica predadora mais frequente encontrada na
rizosfera de diferentes espécies de heliconia. Portanto,
as espécies fungicas Arthrobotrys conoides
Drechsler, 4. musiformis Drechsler, A. oligospora
Fresenius, M. thaumasium Fresenius e M.
eudermatum (Drechsler) Subramanian foram
cultivadas em meio BDA a temperatura de 27°C para
o teste de patogenicidade in vitro. Dos bordos de cada
cultura foram retirados quatro discos (5 mm de
diametro) e transferidos para placa de Petri com meio
AA a 2% em cinco repeti¢cdes (uma placa por
repeti¢do). Apos cinco dias de incubagdo a 27°C
adicionaram-se 100 J2 de M. incognita raga 1 e
mantiveram-se as placas no escuro. A testemunha foi
incubada apenas com nematoides. Repetiu-se o mesmo
procedimento para os NVL. Os nematoides capturados
foram removidos para outra placa com AA a 2% e
deles realizados o reisolamento dos fungos infectantes
em meio BDA para a comparagdo com as culturas
originais.

O total de J2 de M. incognita ragca 1 ¢ NVL
capturados foram estimados adotando valores
cumulativos ap6s 24 h, 48 h, 72 h e 92 h da adigao dos
mesmos, como descrito anteriormente. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, para as
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analises estatisticas os dados foram transformados em
arc sen (x/100). Em seguida foi realizadaa ANOVA e
o teste de comparacdo de médias das porcentagens
acumuladas de juvenis predados. Para o NVL foi
utilizado apenas a varidvel porcentagem de nematoides
predados, no quarto dia de avaliagdo.

Efeito do coquetel de fungos predadores no
controle de R. reniformis em espécies de
heliconia

Para os testes em casa de vegetagcdo foram
empregadas duas espécies de heliconia (H.
richardiana e H. rostrata), adquiridas em plantio
comercial no municipio de Itabuna, BA. As mudas
foram transplantadas em vasos plasticos (10L) tendo
como substrato o solo coletado da propriedade. O
ambiente na casa de vegetagdo, com temperatura
média de 33°C, ¢ adequado para a cultura e para o
desenvolvimento dos nematoides. Para obtenc¢do da
populagdo inicial dos nematoides, estes foram extraidos
de amostras de 100 cm?® de solo pelo método de
flutuagao centrifuga em solugdo de sacarose (Jenkins,
1964), e de amostras de 10g de raizes de plantas
coletadas antes do transplantio pelo método de Coolen
e D’Herde (1972).

As andlises prévias em solo e raiz de H. rostrata
revelaram uma populagdo inicial de 920 R. reniformis
no solo e 12 nas raizes, em solo e raiz de H.
richardiana foram encontradas 612 e 20 de R.
reniformis respectivamente. Outras espécies de
nematoides foram detectadas nas andlises de solo e
raizes, porém, em populagdes muito baixas, por isso,
estas foram desconsideradas nesse estudo.

O delineamento experimental foi de blocos
casualizados consistindo-se num esquema bifatorial,
com os fatores: Indculo e Tratamento. Consideraram-
se como fator Indculo: os tempos de aplicagcdo do
coquetel a 30, 60 e 90 dias e como Tratamento: 1 com
aplicacdo do coquetel e 2 testemunha com aplicagdo
de dgua destilada. Cada tratamento foi constituido por
cinco plantas em linha, totalizando 20 plantas por bloco
por espécie.

Para a preparagao do coquetel fungico utilizado no
Tratamento 1, foram escolhidos um isolado de cada
espécie que apresentou maior predagao nos testes in
vitro: Arthrobotrys oligospora, A. musiformis e M.
thaumasium. Estes foram multiplicados em NVL, no
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interior de placas de Petri com AA a 2% (Santos e
Ferraz, 2000). Foram adicionados 5 mL de agua
destilada e esterilizada, em cada placa para recolher
os nematoides infectados pelos fungos. A suspensao
final, para cada fungo, foi ajustada utilizando-se lamina
de contagem de Peters para 300 nematoides infectados
pelo fungo por mL. Apés 45 dias de aclimatagdo das
plantas adicionaram-se 30 mL do coquetel fungico
preparado, sendo 10 mL para cada fungo. Os
tratamentos foram aplicados distribuindo-se, com conta
gotas, o coquetel para o tratamento 1 e a 4gua destilada
para a testemunha (tratamento 2) em depressoes de 8
cm proximas as raizes das heliconias. As plantas foram
inoculadas novamente 30, 60 ¢ 90 dias ap6s a primeira
aplicacdo. Foi avaliada a populacdo dos nematoides
ap6s 30 dias, de cada aplicagdo, retirando-se
aleatoriamente trés amostras compostas de dez
subamostras de solo e raizes das plantas inoculadas. O
mesmo procedimento foi realizado para as plantas
testemunhas. Para as andlises estatisticas os dados
foram transformados em (x +1) ou log (x+1), conforme
avariavel, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey com 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Deteccao, isolamento e identificacdo dos
fungos nemato6fagos

A partir das analises de 34 amostras de solo, foram
obtidos 94 isolados de fungos nematdéfagos, sendo
detectadas espécies dos géneros Arthrobotrys e
Monacrosporium, todas predadoras por meio de redes
tridimensionais adesivas (Tabela 1). Estes fungos
crescem em diferentes meios de cultura e, ou substratos
facilitando sua utilizagdo e multiplicagdo em larga escala
no biocontrole de fitonematoides (Soares et al., 2009).

Observou-se também, a ocorréncia em duas
amostras do fungo endoparasito Nematoctonus
concurrens Drechsler, estes sao considerados parasitos
obrigatorios, sendo portanto, de dificil cultivo in vitro.
Os fungos nematdfagos estavam presentes em 100%
das amostras analisadas. A predominancia de fungos
nematofagos encontrados em rizosfera de heliconias
corrobora com resultados obtidos por Ribeiro et al.
(1999, 2003), Lima (1996), Naves e Campos (1991),
em relagdo aos fungos mais frequentes detectados em
solos do Brasil. Em levantamento realizado no sul de
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Tabela 1 - Fungos nematofagos detectados e isolados a partir de amostras de solo da rizosfera de heliconias, oriundas da regido sul da
Bahia, no periodo de 2006 e 2007

Amostra

Local de coleta

Fungos detectados

01- Heliconia psittacorum ~ Rodovia Ilhéus-Itabuna Km 10

02- H. psittacorum
03- H. psittacorum
04- H. psittacorum
05- H. psittacorum
06- H. psittacorum
07- H. psittacorum
08- H. psittacorum
09- H. psittacorum
10- H. psittacorum
11- H. rostrata

12- H. richardiana
13- H. richardiana
14- H. richardiana
15- H. rostrata

16- H. richardiana
17- Heliconia sp.
18- H. rostrata

19- H. bihai

20- H. bihai

21- H. rostrata
22- H. psittacorum
23- H. rostrata
24- H. psittacorum
25- H. psittacorum
26- H. psittacorum
27- H. psittacorum
28- H. rostrata

Rodovia I1héus-Itabuna Km 16
Rodovia Ilhéus-Itabuna Km 16
Rodovia I1héus-Itabuna Km 16
Rodovia I1héus-Itabuna Km 16
Rodovia Ilhéus-Itabuna Km 16
Rodovia I1héus-Itabuna Km 18
Rodovia I1héus-Itabuna Km 18
Rodovia Ilhéus-Itabuna Km 21
Rodovia Ilhéus-Itabuna Km 21
Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Ecoparque — Una

Fazenda Boa Lembranga - Ilhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - Ilhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - Ilhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus
Fazenda Boa Lembranga - Ilhéus
Fazenda Boa Lembranga - [lhéus

29- H. spathocircinata ~ Fazenda Boa Lembranga - [lhéus

30- H. psittacorum Fazenda Boa Lembranga - [1héus
31- H. spathocircinata
32- H. pendula
33- H. pendula

34- H. psittacorum

Faz. Conquistadora Rod. IThéus-Itabuna
Faz. Conquistadora Rod. IThéus-Itabuna
Faz. Conquistadora Rod. IThéus-Itabuna
Faz. Conquistadora Rod. IThéus-Itabuna

Arthrobotrys musiformis ¢ Monacrosporium thaumasium
. musiformis, M. megalospora e A. conoides

. conoides e M. megalospora

. musiformis e M. thaumasium

. musiformis e M. thaumasium

. musiformis, M. megalospora, M. thaumasium e M. eudermatum

SO NG N N N N

. musiformis e M. thaumasium

A. oligospora, A. musiformis e M. eudermatum

M. thaumasium, A. oligospora e A. musiformis

M. eudermatum, A. musiformis e A. oligospora

M. thaumasium, A. oligospora e A. musiformis

A. musiformis, M. eudermatum, A. oligospora e A. conoides

A. musiformis e M. megalospora

M. thaumasium, A. musiformis e M. megalospora

M. thaumasium, A. musiformis, A. conoides € Nematoctonus concurrens
M. megalospora, A. musiformis e A. conoides

A. musiformis, A. oligospora e A. conoides

M. thaumasium, M. eudermatum, A. oligospora e A. musiformis
M. thaumasium, Arthrobotrys sp., A. musiformis e A. conoides
A. conoides e A. musiformis

A. musiformis, M. eudermatum e A. conoides

M. thaumasium e A. musiformis

M. thaumasium e A. musiformis

A. conoides, M. eudermatum e A. musiformis

A. musiformis e A. oligospora

Monacrosporium sp., A. oligospora e A. musiformis
Monacrosporium sp., Arthrobotrys sp., M. thaumasium e A. musiformis
A. oligospora e A. musiformis

A. musiformis e A. oligospora

A. conoides e A. musiformis

M. thaumasium e A. musiformis

Monacrosporium sp., A. musiformis e M. eudermatum
Nematoctonus concurrens, A. musiformis ¢ Monacrosporium sp.
A. javanica, Monacrosporium sp. e A. musiformis

Minas Gerais encontraram apenas espécies de
Arthrobotrys, sendo que todas formavam redes
adesivas como estruturas de captura (Naves e Campos,
1991). Dentre os isolados de Arthrobotrys detectados
em varios municipios brasileiros, 87% deles eram
formadores de redes adesivas tridimensionais (Lima,
1996) e espécies do género Monacrosporium
apresentaram ampla distribuicdo em solos brasileiros e
92% dos isolados detectados, também, formavam redes

adesivas (Ribeiro et al., 1999). Em 22 amostras de
solos de bananais analisadas, foram obtidos 16 isolados
fungicos pertencendo aos géneros Arthrobotrys e
Monacrosporium (Ribeiro et al., 2003).

Foram encontradas 34 cepas de 4. musiformis, 11
de A. conoides, 11 de A. oligospora, uma de A.
javanica, duas de Arthrobotrys sp., 15 de M.
thaumasium, oito de M. eudermatum, seis de M.
megalospora e quatro de Monacrosporium sp.,
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fungos ectoparasitos (Tabela 1). Foi isolado, em duas
amostras, o fungo N. concurrens que, por se tratar
de um endoparasita foi preservado em placa de Petri
com AA a 2% e adigdo de NVL. A predominéncia
de fungos ectoparasitos encontrada no levantamento
pode ser devido a sua maior capacidade saprofitica,
podendo-se nutrir de outras fontes na auséncia de
nematoides, facilitando a sobrevivéncia no solo
(Ferraz e Santos, 1995).

Dentre os ectoparasitos, 4. musiformis foi o mais
frequente, presente em 35% das amostras. 4.
oligospora foi detectado em 11,6% das amostras.
Mundialmente este fungo ¢ o mais frequentemente
detectado em amostras de solos (Olsson e
Persson,1994). Nao se tem resposta, ainda, da relagao
entre ocorréncia, origem e distribuicao das espécies de
Arthrobotrys isoladas de diferentes localidades
brasileiras e de diferentes culturas (Oliveira et al., 2002).

Patogenicidade dos fungos a P. redivivus e M.
incognita raca 1

Os testes in vitro evidenciaram que os fungos 4.
musiformis, M. thaumasium e A. oligospora, que
produzem redes adesivas como estruturas de captura,
foram os mais efetivos no controle de Meloidogyne
incognitaraca 1 causando mortalidade de 90,4%, 77%
e 73,2%, respectivamente. Fungos que possuem esse
tipo de estratégia de captura aderem facilmente ao
nematoide, promovendo a relagdo de parasitismo,
podendo ser considerados mais eficientes nessa
captura, além disso, esses fungos sdo capazes de
crescerem rapidamente em meio de cultura e sdo
facilmente isolados (Araujo et al., 1999). Segundo
Drechsler (1937) ap6s a apreensdo do nematoide sua
cuticula ¢ rompida e ha a penetragdo da hifa, a partir

dai o fungo ¢ capaz de absorver todo conteudo do
nematoide. O fungo A. conoides apresentou uma
porcentagem de predacao mais baixa (44,3%), quando
comparado a maioria dos isolados e, M. eudermatum
de 4,4% (Tabela 2). Estes organismos apresentam a
capacidade de capturar, matar ou digerir os nematoides
(Lopes et al., 2007). Contudo, ocorre especificidade
de natureza bioquimica entre os fungos e os
nematoides. Se houver reconhecimento entre as
lecitinas das armadilhas de captura do fungo e agticares
presentes na cuticula do nematoide, pode ser
estabelecida a relacdo de parasitismo (Nordbring-
Hertz, 1972). Diferengas na capacidade predatoria
entre isolados de uma mesma espécie de
Arthrobotrys as juvenis de Meloidogyne sp.,
também foram observadas por Araujo et al. (1993) e,
entre isolados de M. thaumasium, M. sinense Xing Z.
Liue K.Q. Zhang e M. appendiculatum (Mekht.) Xing
Z. Liu e K.Q. Zhang a J2 de M. incognita raca 3
(Gomes et al.,1999).

Entre os fungos testados a porcentagem de predagao
de P. redivius variou de 83,0% a 99,4% (Tabela 2). Em
testes in vitro realizados por Putzke et al. (2007) ocorreu
97,0% de predacao por fungos nematofagos, entre outros.
Este nematoide tem sido usado como “isca” em testes
de laboratorio (Soares, 2006) e relatado como mais
suscetivel que M. incognita por diferentes espécies de
Monacrosporium e de Arthrobotrys (Gomes et al.,
2000).

Para M. incognita raga 1, no primeiro periodo de
avaliacdo, ndao houve diferenca significativa entre os
fungos testados (P < 0,05) (Tabela 3). Este resultado
esta de acordo com os dados de Silveira (2000), quanto
a patogenicidade in vitro de J2 de M. incognita por
11 fungos nematofagos.

Tabela 2 - Capacidade predatoria média de espécies fungicas mais frequentes, encontradas na rizosfera de Heliconia spp.

Porcentagem de nematoides predados em quatro dias

Espécie fungica
Panagrellus redivivus Meloidogyne incognita raca 1
Monacrosporium eudermatum 83,0 4.4
Arthrobotrys oligospora 97,8 73,2
A. musiformis 99,4 90,4
A. conoides 99,0 443
M. thaumasium 99,0 77,0
Testemunha 0,8 3,8

Testemunha: sem adi¢do de fungo.
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Tabela 3 - Porcentagem de Meloidogyne incognita raga 1 predados in vitro por espécies de Monacrosporium e Arthrobotrys entre os

periodos de tempo avaliados para cada espécie fungica testada

Tempo em horas ~ Testemunha M. thaumasium A. musiformis A. oligospora A. conoides M. eudermatum
24 0,00 a' 0,00 a 0,60 a 0,00 a 0,00 a 0,20a
48 0,60 a 19,20 b 52,00 a 24,00 ¢ 17,20 b 0,40 ¢
72 1,60 a 48,80 a,b 76,80 a,b 37,00 a,b 37,80 b 2,80 ¢
96 3,80a 77,00 a 90,40 b 73,20a 44,30 b,c 4,40 c

'Médias ndo transformadas seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

CV(%) = 15,59.

Monacrosporium eudermatum apresentou a
menor porcentagem de parasitismo nos quatro dias de
avaliacdo, as juvenis de M. incognita raga 1, em
relacdo aos demais fungos, ndo diferindo da
testemunha. Os demais fungos diferiram da testemunha
a partir do segundo dia de avaliagdo. Monacrosporium
thaumasium nao diferiu de A. musiformis e A.
oligospora em 72 horas de avaliacdo. Arthrobotrys
musiformis obteve uma predagao de 52%, no segundo
dia de avaliacdo, apresentando a maior porcentagem
de predagdo e, A. conoides a menor, nos periodos
avaliados (Tabela 3). Foi observado que ap6s uma
aplicacdo da mistura de 4. musiformis e A. oligospora
antes do transplantio de mudas de pimentao (Capsicum
annuum L.) cv. Elisa em solo infestado por M.
incognita resultou em melhor desenvolvimento das
plantas (Soares, 20006).

Efeito do coquetel de fungos predadores no
controle de R. reniformis em espécies de
heliconia

Nos ensaios em casa de vegetacdao com H. rostrata
e H. richardiana plantadas em solo naturalmente
infestado ocorreram redugdes significativas (P <0,05)
na populacdo inicial de R. reniformis no solo e nas
raizes para as duas espécies, 30 dias ap6s a aplicag@o
do tratamento 1 (coquetel com A. musiformis, A.
oligospora ¢ M. thaumasium), em relacdo ao
tratamento 2 (testemunha com adig¢do de agua
destilada) (Tabelas 4 e 5). Arthrobotrys musiformis,
A. oligospora e Monacrosporium spp. sdo fungos
abundantes nos solos, de facil cultivo em meios de
cultura elaborados com produtos tais como sementes
e graos ou subprodutos da agroindustria e podem ser
fortes aliados no manejo de nematoides em cultivos
de hortifrutigranjeiros e de ornamentais. Quando um
coquetel de cinco fungos nematofagos (A. oligospora,

A. musiformis, Dactylela leptospora, M. robustum
e Paecilomyces lilacinus produzidos em um
preparado especial de arroz foi testado em larga
escala em crisantemo de corte em estufas, altamente
infestadas por M. javanica, os fungos exibiram
eficacia no controle do nematoide. Na area tratada
com os fungos, rendeu flores com hastes de melhor
qualidade e maior tamanho e didmetro (Soares, 2006).
Bionematicidas foram formulados pela industria e
aplicados no controle de fitonematoides, como o
Royal 300® e Royal 350® desenvolvidos na Franga,
porém estes foram considerados de baixa eficacia e
por isso seu uso foi descontinuado. Pesquisas
indicaram uma boa reduc¢do na populacio de
nematoides em ambientes controlados, como em casa
de vegetacao, porém quando estes foram utilizados
em areas abertas esse indice diminui, provavelmente
por fatores bidticos e abidticos relacionados (Cayrol
etal., 1978; Cayrol e Frankowski, 1979).

A mortalidade de R. reniformis apds a segunda e
terceira aplicacdo do coquetel ndo foi significativa
para solo e raizes de H. rostrata, porém, em H.
richardiana a terceira aplicagdo do coquetel obteve
uma reduc¢do mais acentuada da populacdo do
nematoide nas raizes, mesmo ndo sendo esta
significativa (Tabela 5). Nao ocorreu aumento da
populacdo de nematoides no tratamento 1 (solo e
raizes) nas duas espécies de heliconias.

A reducdo significativa obtida 30 dias apds a
aplicacdo da mistura fungica no solo das heliconias
pode ser explicado pelo ciclo de vida do nematoide
reniforme em que os juvenis de 2°, 3° e 4° estadios e
os machos ndo sdo infectivos encontrando-se livres
no solo (Sivakumar e Sishadre, 1971), facilitando, dessa
maneira, a a¢ao dos fungos predadores. Além de tratar-
se de um nematoide de habito semi-endoparasito
sedentario ficando mais vulneravel a acdo de agentes
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Tabela 4 - Populagdo de Rotylenchulus reniformis presentes no solo e nas raizes de Heliconia rostrata, ap6s 30, 60 e 90 dias de

reinoculagdo, em casa de vegetacao

Solo Raiz
RIn0? RIn30? RIn60? RIn90? RIn0? RIn30? RIn60? RIn90?
Tratamento 1' 30,043 2> 4,823 b 3,902 b 2,230 b 24,425 a 3363 b 2,426 b 2,426 b
Tratamento 2' 30,0432 29,176 a 29,223 a 29,266 a 24,425 a 22,670 a 23,457a 24453 a

'Tratamento 1: aplica¢@o do coquetel; Tratamento 2: testemunha s6 com agua destilada. RIn0: populacao de R. reniformis sem
Inocular; RIn30: populacdo de R. reniformis 30 dias apos a primeira Inoculagdo; RIn60: populagdo de R. reniformis 30 dias apds a
segunda Inoculag¢@o e RIn90: populagdo de R. reniformis 30 dias apés a terceira Inoculagéo. *“Médias seguidas pela mesma letra, em
cada coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. CV Solo =4,30%; CV Raiz=23,11%.

Tabela 5 - Efeito do coquetel fingico sobre a populacdo de Rotylenchulus reniformis presentes no solo e nas raizes de Heliconia
richardiana, apds 30, 60 e 90 dias de reinoculagdo, em casa de vegetagdo

Solo Raiz
RIn0? RIn30? RIn60? RIn90? RIn0? RIn30? RIn60? RIn90?
Tratamento 1' 14,0596 a> 3,1516 b 3,0065 b 0,9428 b 4,0597 a 3,1516 b 3,0065 b 0,9428 b
Tratamento 2' 14,0596a 15,8096 a 15,7063 a 16,1515 a 4,6872 a 44305 a 44253 a 4,5379 a

Tratamento 1: aplicagdo do coquetel; Tratamento 2: testemunha s6 com dgua destilada. *RIn0: populagdo de R.. reniformis sem
Inocular; RIn30: populagio de R. reniformis 30 dias apds a primeira Inoculagao; RIn60: populacdo de R. reniformis 30 dias apds a
segunda Inoculagdo e RIn90: populagdo de R. reniformis 30 dias ap0s a terceira Inoculagdo. *Médias seguidas pela mesma letra, em
cada coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. CV Solo = 6,44%; CV Raiz = 27,98%.

do controle bioloégico do que as espécies de habito
endoparasita (Duncan e Noling, 1998).

Os dados obtidos nos ensaios em relagdo a reducao
populacional de R. reniformis, utilizando-se fungos
nematdfagos também foi constatada por Soares (2006)
onde avaliaram a eficacia de A. musiformis e A.
oligospora a M. incognita ¢ R. reniformis em cultivo
de alface, em estufa. Castillo et al. (2010) observaram
redugdo significativa de R. reniformis pela agdo de
Drechslera dactyloides Drechsler, D. brochopaga
(Drechsler) M. Scholler, Hagedorn e A. Rubner ¢ P,
lilacinus, em casa de vegetacao.

Nao foram observadas diferencas populacionais
apos a segunda e terceira aplicacdo do coquetel
flngico, embora hé relato que aplicagdes sucessivas
de fungos nematofagos favorecem a ag¢do desses
microrganismos para que eles atuem na redugao
populacional dos nematoides (Campos ¢ Campos,
1997). A utilizacao de formulagdes de fungos
nematofagos pode vir a ser o recurso mais adequado
para o manejo de nematoides em hortalicas produzidas
em volta dos centros urbanos, assim como em parques
e jardins (Soares, 2006). Também nao foi constatado
o aumento da populacdo do R. reniformis nas plantas
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testemunhas, provavelmente, pela presenga de outros
antagonistas presentes no solo naturalmente infestado.

Conclusoes

Em condi¢oes de casa de vegetagdo, a adigdo do
coquetel fungico (Arthrobotrys musiformis, A.
oligospora ¢ Monacrosporium thaumasium) reduz
significativamente a poluicdo de Rotylenchulus
reniformes em solo cultivado com Heliconia
richardiana e H. rostrata.
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REACOES DE COMPATIBILIDADE DE CLONES DE CACAUEIROS
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O objetivo desse trabalho foi determinar a autoincompatibilidade de 42 clones da série CEPEC e os fendtipos de
compatibilidade em relagdo aos seus genitores. Esses clones sdo resultantes das selegoes de plantas individuais
realizadas nas areas experimentais de competicdo de hibridos no Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) da
CEPLAC até 1983. Trinta autopolinizagdes ou cruzamentos foram realizados para cada combinagao testada. Clones
ou cruzamentos que apresentaram vingamento acima de 5 % foram considerados compativeis. Todos os clones
CEPEC testados foram autoincompativeis. Os clones IMC 67 ¢ TSA 644 possuem o mesmo alelo recessivo de
incompatibilidade. Estes clones ndo segregam para plantas autocompativeis por ndo possuirem alelos Sf de
compatibilidade. Sugere-se um provavel genotipo de incompatibilidade para os clones IMC 67 ¢ CAS 1 para explicar
os resultados encontrados nas suas progénies.

Palavras-chave: Theobroma cacao, cacau, germoplasma

Reaction of compatibility in cacao clones of CEPEC series. The objective of this work
was to determine selfincompatibility in 42 clones of CEPEC series and phenotypes of compatibility in relation to
ancestors. These clones are resultant of selection of individual plants made in experimental areas of hybrids in
Cocoa Research Center (CEPEC) at CEPLAC until 1983. Thirty selfpollinations or crosses were made and setting
quantified. Setting above 5 % were considered compatible. The tested clones were selfincompatible. The clone IMC
67 and TSA 644 have the same recessive allele of incompatibility and they do not segregate to selfcompatible plants
because they do not have Sfalleles.It was suggested possible genotype for IMC 67 and CAS|1 to explain the results
of its progenies.

Key words: Theobroma cacao, cacao, germplasm
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Introducao

A incompatibilidade sexual ¢ um importante fator
limitante da produtividade potencial do cacaueiro,
podendo causar perdas de até 38% (Pires etal., 2012).
Além disto, em programas de melhoramento, a
incompatibilidade dificulta autofecundagodes e
cruzamentos entre individuos tendo os mesmos alelos
dominantes no loco que controla este carater.

Em programas de melhoramento do cacaueiro,
como o do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) e
de outros paises (Malésia, Indonésia, Equador,
Coloémbia, Costa Rica), que priorizam o
desenvolvimento de clones como variedade, a busca
de variedades autocompativeis torna-se ainda mais
importante, ja que ao final do programa, uns poucos
gendtipos sdo recomendados e, sendo estes
incompativeis, limita-se a produtividade potencial em
plantios comerciais. Assim, o desenvolvimento de
variedades autocompativeis ¢ facilitado, quando se
conhece as relagdes de incompatibilidade entre os
germoplasmas usados no programa de melhoramento.

Em 1983, 60 sele¢des foram realizadas em
populagdes do programa de melhoramento do CEPEC,
com alta resisténcia a doencgas e produtividade, que
resultaram nos clones CEPEC-26 a CEPEC-85
(Bartley et al.,1985). Alguns destes clones apresentam
alta resisténcia a vassoura-de-bruxa e outros caracteres
de interesse para o programa de melhoramento (Pires
et al.1999). Entretanto, em estudos preliminares
realizados no CEPEC, alguns deles mostraram-se
autoincompativeis. Considerando-se o potencial destes
para programas de melhoramento, faz-se necessario
caracterizar a incompatibilidade destes em auto-
fecundacdes e em cruzamentos com outros clones do
programa de melhoramento.

Knight e Rogers (1955) sugeriu que a
incompatibilidade em cacaueiro ¢ o sistema
esporofitico sendo controlado por um tinico loco com
5 alelos. Os alelos de incompatibilidade, por sua vez,
apresentam relagcdes de dominancia e co-dominancia
entre si (S1>S2=S3>S4>S5). Individuos com 0 mesmo
alelo dominante de incompatibilidade, além de
autoincompativeis, sdo incompativeis entre si.
Posteriormente, Cope (1962) sugeriu a adi¢ao de dois
outros locos envolvidos no controle da
incompatibilidade do cacaueiro. sendo o alelo de
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autocompatibildade (Sf) recessivo em relagao aos de
incompatibilidade.

O presente trabalho teve o objetivo de determinar
os fenotipos e gendtipos de incompatibilidade de 42
clones da série CEPEC e a incompatibilidade em
relagdo aos seus genitores.

Material e Métodos

Dentre os 60 clones da Série CEPEC, 42 deles
foram testados quanto a autocompatibilidade e a
compatibilidade cruzada com os genitores que deram
origem aos mesmos. Um grupo destes clones sdo
resultantes dos cruzamentos de IMC 67 com ICS 1 ou
clones locais. Outros clones sdao progénies de TSA
644 (Sca6 x IMC 67) e do cruzamento IMC 67 x CAS
1 (Tabela 1).

Trinta autopolinizagdes ou cruzamentos controlados
por teste foram realizados em plantas com mais de 20
anos de idade no Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC) e o
vingamento foi baseado no critério estabelecido por
Yamada et al (1982). Autopoliniza¢des ou cruzamentos
feitos no periodo de Janeiro a Julho de 2012 e de 2013
que apresentaram vingamento acima de 5 % foram
considerados compativeis ¢ quando préximo desse
valor, as polinizagdes foram repetidas.

Resultados e Discussao

Os clones CEPEC 27 a CEPEC 33 s3o progénies
de ICS 1,IMC 67, SIC 19 e SIAL 169. sendoo ICS 1,
SIC 19 e SIAL 169 autocompativeis. Se o IMC 67
possuisse alelo Sf de compatibilidade, era de se esperar
que alguns destes clones CEPEC fossem,
autocompativeis, o que nao foi o caso (Tabela 1). Nos
casos do CEPEC 28 ¢ CEPEC 29, sendo auto-
incompativeis, mas compativeis com o IMC 67, indica
que devem possuir o alelo recessivo de
incompatibilidade do IMC 67 (Tabela 1).

Os clones CEPEC 35 a CEPEC 85 testados foram
todos autoincompativeis e foram cruzados com o
Scavina 6 e o IMC 67. Esperava-se que os clones que
fossem compativeis com o Scavina 6 nao fossem
compativeis com o IMC 67, caso esses clones CEPEC
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Tabela 1. Reacao de incompatibilidade de clones da série CEPEC apds autopolinizagdo e cruzamentos com seus genitores IMC 67,

SCA6eCAS1

Clones Progenitores Auto IMC 67 SCA 6 CAS 1
CEPEC 27 ICS 1x IMC 67 I I

CEPEC 28 ICS 1 x IMC 67 I C

CEPEC 29 ICS 1x IMC 67 I C

CEPEC 30 IMC 67x ICS 1 I I

CEPEC 31 IMC 67x ICS 1 I I

CEPEC 32 SIC 19 x IMC 67 I I

CEPEC 33 SIAL 169x IMC 67 I I

CEPEC 35 TSA 644x? I C I

CEPEC 36 TSA 644 x? I C C

CEPEC 37 TSA 644x ? C I

CEPEC 38 TSA 644x SIC 823 I C C

CEPEC 39 SIC 19x TSA 644 I C C

CEPEC 40 TSA 644x SIC 19 I C C

CEPEC 41 TSA 644x SIC 19 C I

CEPEC 42 TSA 644x SIC 19 C I

CEPEC 44 TSA 644x SIAL 169 I C C

CEPEC 74 TSA 644x ? C I

CEPEC 75 TSA 644 x? C I

CEPEC 76 TSA 644 x? I C C

CEPEC 77 TSA 644 x? I C

CEPEC 78 TSA 644 x? I C I

CEPEC 79 TSA 644 x? I C C

CEPEC 80 TSA 644x? I C C

CEPEC 81 SIC 19xTSA 644 I C C

CEPEC 82 SIC 19x TSA 644 I C C

CEPEC 83 SIC 19x TSA 644 C C

CEPEC 84 TSA 644x SIC 19 C I

CEPEC 85 TSA 644x SIC 19 C C

CEPEC 52 IMC 67x CAS 1 I C
CEPEC 53 IMC 67X CAS1 C I
CEPEC 54 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 55 IMC 67X CAS 1 I C
CEPEC 56 IMC 67X CAS 1 I C
CEPEC 57 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 58 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 59 IMC 67X CAS1 C I
CEPEC 60 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 69 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 70 IMC 67XCAS 1 I C
CEPEC 71 IMC 67X CAS 1 I C
CEPEC 72 IMC 67X CAS 1 C I
CEPEC 73 IMC 67X CAS 1 C I
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possuissem os alelos dominantes de
incompatibilidade do IMC 67. Os resultados obtidos
mostram que o clone TSA 644 possui o alelo de IMC
na forma recessiva. A Unica excecdo ¢ o CEPEC
77 que ¢ incompativel com IMC 67 (Tabela 1). A
origem do CEPEC 77 ¢ desconhecida considerando
0 TSA 644 como um dos possiveis parentais (Bartley
etal.,1985).

Os clones CEPEC 52 a 73 (Tabelal) sao
incompativeis com o IMC 67 ou com o CAS 1. Uma
provavel explicacdo seria que um clone possui SaSb
e outro SbSc com dominancia na seguinte ordem Sa>
Sb>Sc. No caso dos clones CEPEC resultantes deste
cruzamento, ndo ha necessidade de fazer
autopolinizagdo considerando que os clones foram
incompativeis com um dos pais (Tabela 1). Se algum
clone CEPEC desse grupo fosse autocompativel seria
compativel com ambos os genitores.

Conclusoes

- Todos os clones CEPEC testados foram
autoincompativeis.

- Os cruzamentos com o clone IMC 67 nao
segregam para as plantas autocompativeis por nao
possuir o alelo Sf de compatibilidade.

- O clone TSA 644 possui o alelo recessivo de
incompatibilidade do IMC 67.
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- Foi atribuido o provavel genotipo de IMC 67 e
CAS 1 para explicar os resultados encontrados nas
suas progénies.
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Studies to determine the genetic bases to witches’ broom disease (WBD) resistance in Theobroma cacao L.
were carried out in order to identify different genetic sources of resistance and to improve the efficiency of selection
using molecular markers. A major QTL for WBD resistance and linked to Scavina 6 - the mains source of resistance,
was detected in chromosome 9 from a F, Scavina 6 x ICS 1 progeny. In this paper, phonotypical quantification of
vegetative and flower cushions brooms was done in the same progeny growing in two fields: F,-IM and F-1C;
respectively with 62 individuals and 142 individuals, observed over a period from 2003 to 2008. QTLs analyses were
carried out with MapQTL 5.0 software to confirm the presence in chromosome 9 of the previously detected QTL. A
significant instability of this QTL was observed with a LOD and the percentage of variation explained decreasing
and moving in the confidence interval of mTcCIR157. Others QTLs of resistance were also detected such as one in
Ch2, which was found in an opposite direction. These new QTLs analyzes, under natural infections of M. perniciosa,
suggest a change in the host and pathogen relationships.

Key words: QTL mapping, cacao witches’ broom disease, Theobroma cacao L.

Deteccao de QTLs sob infecgao natural de Moniliophtora perniciosa na progénie
F2 com descendencia Sca 6. Estudos para determinar as bases genéticas da resisténcia a vassoura-de-
bruxa do cacaueiro (VBC) a fim de identificar diferentes fontes genéticas de resisténcia e melhorar a eficiéncia da
selecao por meio de marcadores moleculares. Um QTL de efeito maior para resisténcia a VBC foi detectado no
cromossomo 9 em uma descendéncia F, do cruzamento Scavina 6 x ICS 1. Neste trabalho foram realizadas
quantifica¢des fenotipicas do numero de vassouras vegetativas e almofadas florais, nesta mesma progénie, em dois
campos experimentais F -1M e F,-1C, com 62 e 142 individuos, respectivamente, no periodo de 2003 € 2008. As
analises de QTLs foram realizadas com o software MapQTL 5.0 para confirmar a presenca de um QTL localizado no
Ch9, entretanto os resultados indicam uma instabilidade significativa deste QTL com o valor do LOD e a porcentagem
de variacao explicada reduzida, movendo-se no intervalo de confianga do marcador mTcCIR157. Outros QTLs de
resisténcia também foram detectados, destacando-se um QTL no Ch2, que foi encontrado em sentido oposto. A
detec¢do de novos QTLs sob condig¢des de infeccdo natural de M. perniciosa, sugere mudanca nas relagcdes
hospedeiro e patégeno.

Palavras-chave: mapeamento de QTLs, Vassoura-de-bruxa do cacaueiro, Theobroma cacao L.
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Introduction

Witches’ broom disease (WBD) of cacao, caused
by the basidiomycota Moniliophthora pernicosa
(Stahel) Aime-Mora (Aime and Phillips-Mora, 2005)
is the main phytopathological problem for cacao
production in Brazil (Figure 1). This disease was
detected in 1989 in the state of Bahia, the main Brazilian
cacao-growing region (Pereira et al., 1989). Different
sources of resistance to M. perniciosa have been
identified (Pires et al., 1999), among them the Scavina
(Sca 6) selections which are one of the most important
sources of resistance of several cacao producing
countries including Brazil, Bahia. Among Sca 6
descendants, the TSH's genotypes such as TSH516,
have shown a significant increase in the number of
flower cushions broms (FCB) and vegetative brooms
(TB) (Gramacho et al., 2003; Pires, 2003). Whereas,
genotypes originated from other sources have showed
stability over time. The effects of Sca 6 resistance genes
are maintained when associated with resistance genes
from other sources (Pires et al., 2012).

The aid of classical and DNA technology using co-
dominant markers such as single sequence repeats
(SSRs) and single nucleotide polymorphisms (SNPs),

using genetic mapping and phenotypic data of a progeny,
have allowed the identification of genomic regions linked
to the expression of various traits, named quantitative
trait loci (QTLs). The main interest of QTL detection in
perennial crops is due to the potential of marker-assisted
selection (MAS). However, in most cases, a good deal
more information on QTL will be required before they
can be successfully utilized for MAS, for example QTL
stability over time.

In the cacao breeding programs, QTLs analyses
have been carried out for various traits (disease
resistance, agronomics and quality traits) from various
progenies. The main results of these QTL studies were
synthesized in a meta-analysis made by Lanaud et al.
(2009). In Bahia, Brazil, at the Cacao Research Center
(CEPEC/CEPLAC, Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacauiera), QTL studies were carried out to
detect resistance genes for Witches’ broom disease of
cacao (WBD) using an F, progeny from Sca 6 x ICS 1.
A main QTL, located on chromosome 9, has been
identified with based on field observation on the average
number of vegetative brooms per tree between 1996
and 2002 (Brown et al., 2005; Faleiro et al., 2006). LOD
score and the percentage of variation explained by the
QTL were respectively: 10.5 and 51%.

Figure 1. Symptoms of witches' broom disease of cacao. (A) Terminal broom and (B) Flower cushion broom.
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We report herein new results obtained from QTL
analysis on this same progeny in two different fields at
CEPEC/CEPLAC. An investigation of temporal QTL
stability (from 2003 to 2008) has also been carried out
considering the number of vegetative and flower
cushion brooms under natural infection.

Material and Methods

Plant Material

One hundred and forty-two F2 Sca 6 x ICS 1
individuals (8 years old), randomly distributed in two
experimental fields, were used in this study. This
segregating F, population was produced at the Cacao
Research Center (CEPEC) of CEPLAC in Bahia,
Brazil through self-pollinations of the clone TSH516, a
selection from the cross between Sca 6 (resistant to
WBD) and ICS 1 (susceptible to WBD). The first F,
field, herein named F -1M, included the 82 individuals
in which the first QTL analysis were carried out by
Brown et al. (2005) and Faleiro et al. (2006). The
second experimental field (8 years old), named F,-1C,
included the 82 individuals of the first population (F,-
IM) plus 60 new individuals (not observed in the first
QTL study) to finally constitute a population of 142
individuals. In the F,-1C, each genotype was replicated
three times by grafting on adult cacao tree, randomly
distributed in three blocks.

Phenotypic measurements under natural
infection

The individuals of the two field populations F -1M
and F,-1C, were observed during 6 years from 2003
to 2008 (two times a year) for the number of terminal
vegetative (TB) and flower cushion brooms (FCB)
aiming to compare the performance of the populations
growing in different conditions, i.e., trees age and
inoculum pressure, during the period.

Besides the number of brooms, the trunk diameter
at 50 cm height was also evaluated aiming to correct
TB by the number of potential infection points, which
is associated with the vigor of the tree. The tree vigor
was assessed in 2008, from the measurement of the
cross-section of the trunk in F -1M field and the grafted
part of the tree in F,-1C field. This trait was noted as
C-Sec-Troncor/Yr = 2008. The phenotypic data was

adjusted by regression considering the number of
brooms proportional to the trunk diameter of each
individual.

Genetic map

The genetic matrix used in this study was made
considering the 142 individuals and 188 co-dominants
markers mainly represented by SSRs and some
homologous genes of resistance used in the map by
Brown et al. (2005). Markers as SSR-ESTs described
in two previous studies obtained from the interactions
between Cacao-Moniliophthora perniciosa (Lima
et al., 2010) and Cacao-Ceratocystis cacaofunesta
(Santos et al., 2013) were also mapped.

Statistical analyses and detection QTL

Descriptive statistical parameters, variances,
normality of phenotypic traits and others specific
programs as the regression taking into account the
number of brooms proportional to the difference of
the cross-section of each individual, were obtained
using SAS (Statistical Analysis System, version 9.1.3,
SAS Institute Inc., Cary, NorthCarolina, USA).

QTL analyses were carried out with MapQTL
software, version 5.0 (Van Ooijen, 2004) using the three
procedures proposed by this software: (i) “Kruskal-
Wallis (KW)” for a nonparametric mapping analyses
comparable to an analysis of variance, (ii) “Interval
mapping” method developed by Lander and Bostein
(1989) and (iii) “MQM or ResMQM mapping” a
method based on multiple-QTL models (Jansen and
Stam, 1994) using maker cofactors determined by the
procedure “Automatic Cofactor Selection” of
MapQTL 5.0. For the analysis procedure in simple and
composite interval mapping, the significance threshold
of the LOD score was determined from the
permutation test procedure proposed and using 10.000
interactions. Using a nonparametric procedure (KW),
we considered a significant QTL from the K* value
for a threshold corresponding to a significance P-value
of 0.005, also represented by four stars in Tables and
Figures.

Results

The first objective of this study was to evaluate,
under natural conditions, the evolution of WBD for a
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period of six years, from 2003 to 2008. In both fields,
the average number of TB and FCB per tree was
relatively low from 2003 to 2005 and markedly
increased from 2006 to 2008, therefore, characterizing
two periods (Figure 2 a, b). For the second period
(2006-2008) the curves of the two types of broom were
different between themselves. In F,-1M field, where
the disease was observed since 1996, the TB curve is
below the FCB curve. In the F,-1C field, where the
observation of the disease initiated in 2003, an inverse
situation occurred.

Analyses with cumulative data from 2003 to 2008,
revealed variation in the average number of brooms
per tree between fields, which were, respectively, for
TB and FCB: 107.7 + 78.3 and 165.9 + 185.8 in F,-
IM (62 genotypes) and 60.7 +42.5 and 43.8 + 54.7 in
the F,-1C (142 genotypes replicated three times). The
areas of trunk section in these two fields, evaluated in
2008, were: 108.2 + 61.97 in F,-1M and 56.4 + 28.6
cm’ in F -1C.

QTL analyses were performed using both individual
year data and cumulative data for the periods 2003 to
2005, 2006 to 2008 and 2003 to 2008. Table 1 shows
the QTLs associated with WBD in both fields. In the
F,-1M fields, only one QTL was observed from 2003
to 2005 on chromosome 9. This QTL refer to the main
QTL located on chromosome 9 and centered on
mTcCIR35, mentioned by Brown et al. (2005) and
Faleiro et al. (2006), which in this paper has been
named gWBD-9-1. QTLs identified in the F,-1C field
were mainly located on chromosomes 2 and 9 for the
different years and also for cumulative data (Table 1,
Figure 3). In the F -1C, three QTLs, significant only
with KW analyses, were observed; one on
chromosome 2 and two in chromosome 9. They were
located on the top of chromosome 9, with a peak near
mTcCIR266 and LOD = 2.9 (Table 1).

Analyzing the average TB (mTB) data on the first
period 2003-2005, the main gWBD-9-1 was
significantly detected. The LOD values and the
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Figure 2. Evolution for vegetative and flower cushion brooms under natural infection in two fields (F,-1M and F,-1C) at the Cacao
Research Center: A- Disease progress from 2003 to 2008 and B- Frequency distribution for total number of brooms over 6 years. F -
IM = field population with 82 individuals in which the main QTL analysis were carried out by Brown et al. (2005) and Faleiro et al.
(2006); F,-1C = field population with 142 individuals, formed by the 82 individuals of the F,-1M population plus 60 new individuals

(not observed in the first QTL study).
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percentage of variance explained by the QTL were
respectively 5.52 and 16.9% (Table 1). QTL analyzes
from mTBcorr/Yr =2006-2008 data, showed that the
QTL gWBD-9-1 was detected in the same confidence
interval, but the peak of the LOD moved to
mTcCIR157, which is located at 4.8 ¢cM of the
mTcCIR35 marker. As shown in Figure 2, the numbers
of both types of brooms (TB and FCB) have strongly
increased during this period and the LOD value and
the percentage explained by the QTL g WBD-9-1 were
lower: 3.06 and 8.7%, respectively (Table 1).
Otherwise, as shown in Figure 4, from 2003 to 2008,
the evolution of the LOD values of each locus (SSR-
markers) located in the region of the QTL ¢ WBD-9-1
fluctuated and declined. The average number of TB
for individuals from the heterozygous class at the
mTcCIR157 allele marker was 42.2 brooms (data not
shown) and represented the most resistant plants while
the average number TB of the individuals from
homozygous Sca 6 class and homozygous ICS 1 class,
were respectively, 55.1 and 66.2 brooms (data not shown).

Results obtained, from cumulative data mTBcorr/
Yr=2003-2005 with the QTL gWBD-9-1 (centered
on mTcCIR35) have shown that the averages number
of TB of the individuals from the homozygous Sca 6,
homozygous ICS 1 and heterozygous classes were
respectively, 1.9, 5.3 and 2.4 (data not shown).

From cumulative data of average FCB between 2006
and 2008 (Table 1), a QTL was detected just under
LOD = 3.28. This QTL was also detected on
chromosome 9, centered on the RGH2 marker. The
additive effect for this QTL was 8.92, with favorable
alleles from Sca 6 (Table 1). QTL detected on
chromosome 2 from cumulative data between 2006 and
2008 (Table 1) was near thems EST12. The LOD values
for mTBcorr/Yr=2006-2008 and mTBcort/Yr=2003-
2008 were respectively 3.49 and 4.91 and the variance
explained were 11.7 and 15.6 (Table 1). The additive
effect of this QTL was negative (Table 1), therefore, in
opposite direction to the others QTLs mainly detected
on chromosome 9. The mean numbers of TB for the
individuals from the homozygous classes Sca 6 and ICS

Table 1. Genomic locations of quantitative trait loci (QTL). Results obtained from natural infections from 2003 and 2008 from F-1
population. Two mapping methods were used; the method considered most appropriate for each QTL is given. The MQM method
mapped it to the site identical to SIM, with effects and percent variance explained similar to Res. MQM

F2-1 Traits Ch* QTL Position Peak or Nearest LOD peak Mapping 9 variance additive
Fields obsefl;lzﬁions Marker-1 Peak  Marker-2 Marker value Method Explained effect
F,-IM  mTB-0305 9 0 7.73 13.52 mTcCIR266 2.89 (ns) IM 19.30 4.854
F,-IM  mTB-0305 9 30.44 38.64 46.22 mTcCIR35 2.54 (ns) IM 17.10 5.951
F,-IM  mTB-0305 9 0 7.73 13.52 mTcCIR266 2.97 (ns) ResMQM 1590 4.617
F,-IM  Sec-2008 9 44.22 53.16 55.98 mTcCIR178 3.39 (ns) MQM 16.30 3.603
F-1C mTB-2004 2 29.99 38.66 45.32 msESTI12 2.98 (ns) MQM 11.50 -0.749
F-1C  mTB-2006 2 29.99 37.66 45.32 msEST12 3.11 (ns) MQM 11.10 -6.593
F-1C  mTB-2008 2 29.99 34.66 45.32 msEst12 3.45 MQM 10.60 -7.361
F-1C mTB-0608 2 29.99 38.66 45.32 msEST12 3.49 MQM 11.70 -16.489
F-1C  mTB-0308 2 29.99 38.66 45.32 msEST12 491 MQM 15.60  -18.431
F-1C  mTB-2003 9 30.44 35.44 41.44 mTcCIR35 9.03 MQM 32.60 0.765
F-1C mTB-2004 9 30.44 38.64 41.44 mTcCIR35 4.64 MQM 14.40 0.750
F-1C  mTB-2007 9 35.44 41.44 44.22 mTcCIR157 3.70 MQM 9.70 1.405
F-1C  mTB-0305 9 29.99 38.64 41.47 mTcCIR35 5.52 MQM 16.90 1.631
F-1C mTB-0608 9 38.64 41.47 44.22 mTcCIR157 3.06 (ns) MQM 8.70 5.546
F-1C  mTB-0308 9 38.64 41.47 44.22 mTcCIR157 4.15 MQM 11.30 8.921
F-1C mFCB-2005 9 55.98 68.542 80.19 RGH2 5.49 IM 17.20 10.209
F-1C mFCB-0608 9 55.98 68.542 80.19 RGH2 3.28 (ns) IM 10.60 19.619
F-1C Sec-2008 9 53.16 55.166 67.54 mTcCIR8 5.44 MQM 17.40 4.725

*Ch=chromossome
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Figure 3. Quantitative trait loci (QTLs) map for chromosomes 2 and 9 based on natural infection data collected 2003 to 2008.
mTBcorr and mFCBcorr = average number of vegetative brooms and flower cushion brooms corrected by the measurement of the trunk

section. Yr=year. R2
section of the trunk corrected.
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Figure 4. Evolution of the LOD values of each locus Single
Sequence Repeats (SSR-markers) located in the main region of the
main quantitative trait locus gWBD-9-1, throughout the years.

1 and heterozygous class TSH516, were respectively:
86.4, 49.6, and 64.0 (data not shown); therefore, the
most resistant individuals came from the homozygous
ICS 1 class.

Discussion

We have showed a decrease in the effect of the
main QTL gWBD-9-1 over time. Inthe F -1M context,
the main QTL gWBD-9-1, which was detected by
Brown et al. (2005) and Faleiro et al., (2006) with a
LOD = 10.5 and 51.1% of variance explained using
the cumulative data of TB between 1996 and 2002
showed a drastic fall of the significance level when
the remaining 62 individuals of this field were evaluated
for WBD during the period of 2003 and 2008. In the
context of the F,-1C field, on this same period, QTL
results showed that at the beginning (2003 to 2005),
gWBD-9-1 was clearly identified with a good
significance (LOD = 5.5 and 17% of variance
explained) and decreased when WBD increased during
the period of 2006 to 2008 (Table 1). During this second
period (2006-2008) the evolution curves of both types
of broom showed in F,-1C that the TB curve was above
the FCB curve. A reverse situation was found in the
F -1M field. The situation found for the older F, tree
(62 tree of F -1M) may be compared to the results
obtained by Pires (2003) showing that the TSHs clones,

such as TSH 516 or TSH 565, which have Sca 6 as
an ancestor, showed an increase in the number of
FCB compared to the number of TB. In F,-1C, the
trees were younger (installed in 2001 from grafting)
and the curves of both kind of brooms showed an
increased increment. Probably in the initial years the
disease appears mainly on the canopy branches and
later infects the flower cushions (FCB). Analyzing
the period 2006-2008 in F -1C, we observed also a
change in the host pathogen relationship. At first
concerning a slight displacement of the LOD peak
of the QTL gWBD-9-1 from mTcCIR35 towards
mTcCIR157 locus, where a major effect for
resistance came respectively from the homozygous
Sca 6 and the heterozygous class.

From clones involving Sca 6 and ICS 1, as THS
516 and TSH 565, Pires et al. (2012) analyzing total
brooms collected showed differences of responses
to resistance to WBD, which was probably due to
the origin of both possible alleles of Sca 6 in
association with the ICS 1 alleles. Otherwise, the
QTL detected in chromosome 2 (near msEST12)
showed in opposite direction of the QTL gWBD-
9-1. This result is also interesting for the Trinitario
origin of ICS 1 that combines alleles from Forastero
and Criollo origin (Motamayor et al., 2003). Probably
the resistance is provided by the Criollo allele of ICS
1. It is also interesting to mention that results from
clone trials obtained by Pires et al., (2012) showed
that the clone Chuao 120, from the Chuao region in
Venezuela and probably resulting from a Criollo
hybridization, like a Trinitario clone, imparted
resistance to WBD. However these hypothesis
require to be strengthened with a fine mapping of the
region analyzed with genome data made from a pure
Criollo clone B97/61/B2 from Belize (Argout et al.,
2011).

The results presented in this study based on natural
infection of WBD, showed an evolution of QTL
gWBD-9-1 and a changing in the relationship between
the host and the pathogen, perhaps a response to
selection pressure. It would be possible to verify if
there is a good correlation between observations from
natural infections and artificial inoculations. Also,
using appropriate M. perniciosa strains carry out a
fine mapping of the more interesting QTL regions
detected.
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NOTA CIENTIFICA

ASSEMBLEIA DE FORMIGAS DE CAFEZAL DO EXTREMO SUL DA BAHIA E
POTENCIAL PARA CONTROLE BIOLOGICO

Pimela Fagundes Pereira’, Carlos Dean Ramos de Azevedo', Eltamara Souza da Conceicio’,
Antonio de Oliveira Costa Neto’, Jacques Hubert Charles Delabie’

'UNEB-Campus X, DEDC. Rua SS, s/n. Jardim Caraipe. 45995-000, Teixeira de Freitas, BA. 2UNEB-Campus II, DCET.
Rod. Alagoinhas-Salvador. Km 03. 48.000-000, Alagoinhas, BA. econceicao@uneb.br. 'UEFS-DCBio. Av. Transnordestina,
s/n. Novo Horizonte. 44036-900. Feira de Santana, BA. aocneto@uefs.br. “‘CEPLAC, CEPEC, Lab. de Mirmecologia,
Convénio UESC. Caixa Postal 7,45600-970. Itabuna, BA. jacques.delabie@gmail.com.

O uso de formigas para controle bioldgico pode ser uma alternativa ao controle convencional de pragas.
Objetivou-se avaliar o potencial de formigas para o controle bioldgico natural num cafezal do Extremo Sul da Bahia.
As formigas foram coletadas em 50 cafeeiros assim como na superficie do solo. As espécies mais frequentes nas
plantas foram Camponotus blandus, Pheidole grandinodus e Tapinoma melanocephalum. Essas formigas sdo
onivoras, capazes de capturar qualquer presa oferecida. As taxas de ataque as iscas foram superiores a 70%. No
entanto, a ocorréncia de espécies urbanas na assembleia sugere perda de diversidade da fauna nativa que vive na
matriz ambiental.

Palavras-chave: Formicidae, Presas, Coffea canephora, Conilon, pragas.

Potential for predation of ants in a coffee plantation of the Extreme South of the

State of Bahia, Brazil. In coffee plantations the use of ants for biological control can be an alternative to
conventional pest control. The aim of this study was to evaluate the ant potential for natural biological control in a
coffee plantation of the Extreme Southern of the State of Bahia, Brazil. The ants were collected on 50 coffee trees
and on the ground. The commonest species were Camponotus blandus, Pheidole grandinodus, and Tapinoma
melanocephalum. These ants are omnivorous but are able to capture any kind of offered prey. The predation rate on
baits was greater than 70%. However, the occurrence of urban species suggests the loss of diversity of native fauna
living in the environmental matrix.

Key words: Formicidae, prey, Coffea canephora, Conilon, pests.
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Introducao

Como qualquer cultivo de maior expressao, o café
estd sujeito a um dos problemas mais comuns na
agricultura que ¢ o ataque de pragas, que, a depender
das condi¢des climaticas, manejo ou desequilibrio
biologico, pode causar danos consideraveis (Costa,
2003). De modo geral, devido a demanda do mercado
por produtos agricolas sem residuos e que sejam
provenientes de cultivos que utilizem praticas agricolas
que proporcionem a preservagdo da biodiversidade,
agricultores encontram restrigdes para o emprego de
inseticidas no manejo de pragas (Venzon et al., 2008).

O manejo de um cultivo pode afetar a diversidade
animal como ocorrem em comunidades de formigas
em cafezais, cuja diversidade diminui conforme
aumenta a intensidade do manejo (Armbrecht e
Perfecto, 2003). No entanto, muitas formigas podem
naturalmente ser importantes aliadas na solu¢do dos
problemas que geram redugao da produgao.

Em regides tropicais, as formigas ja foram utilizadas
com sucesso como agentes de controle bioldégico em
cafezais, coqueirais, pomares citricos e cacauais (Way
e Khoo, 1992; Kenne et al., 1999; Delabie e Mariano,
2001). Entretanto ainda ha caréncia de experimentos
aplicados as formigas dos cafeeiros brasileiros (ver
Majer e Queiroz, 1993) que evidenciam que estas
possam atuar de forma efetiva no controle biologico de
pragas, a ponto de suplantar as possiveis desvantagens
que podem ocasionar as plantas (Way e Khoo, 1992;
Majer e Queiroz, 1993). Conhecer a fauna de formigas
que coloniza esses cafeeiros e seu potencial como
predadoras ¢ importante para verificar se ha
conservacao da fauna nativa ou se ocorreu
empobrecimento por causa das praticas agricolas, ¢ a
fim de contribuir para sua indicagdo como agentes de
controle natural de pragas. Desenvolveu-se estudo num
cafezal plantado com Coffea canephora, var. Conillon,
no Extremo Sul da Bahia, regido onde esse cultivo ¢
ainda escasso mas com potencial para se desenvolver,
a fim de verificar quais sdo as formigas mais frequentes
no plantio, bem como avaliar o potencial de algumas
espécies como agentes de controle bioldgico natural.

Material e Métodos

O experimento foi realizado num cafezal de 88,3
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ha plantado por Coffea canephora, var. Conillon, com
seis anos de idade e espagamento de 1x3m, na Fazenda
Planalto Baiano, municipio de Itamaraju, estado da
Bahia. A area de estudo esta cercada por algumas
propriedades com o mesmo cultivo e situa-se a
aproximadamente 1,5km da zona urbana (Bairro
Corujao).

Os tratos culturais seguem um cronograma de acordo
com a necessidade da lavoura, tendo como principais:
rocagem mecanica e aplicagdo de herbicidas para
controle de ervas daninhas; duas a trés pulverizacdes
foliares anual com fertilizantes, fungicidas ou inseticidas,
sendo os ultimos utilizado apenas quando necessarios;
trés a quatro adubacdes a nivel do solo por ano. As
principais pragas ja observadas nessa area foram: a
broca-do-café (Hypothenemus hampei Ferrari,
1867, Coleoptera Scolytidae), a cochonilha branca
(= cochonilha da roseta do cafeeiro, cochonilha dos
citros) (Planococcus citri (Risso, 1813), Hemiptera,
Pseudococcidae), e o acaro-vermelho (Oligonychus
ilicis McGregor, 1917), Acari, Tetranychidae). O efeito
dessas pragas ¢ minimo, uma vez que sdo
continuamente monitoradas enquanto o controle ¢
realizado quando necessario.

Em julho de 2009, foi realizado um inventario dos
Formicidae nos cafeeiros da propriedade, a fim de
identificar as espécies mais frequentes. Foram
amostradas 50 plantas, respeitando um intervalo de 50m
entre elas e uma borda de 100m. O método utilizado
foi coleta manual. Nos mesmos pontos de coleta, foram
instaladas armadilhas do tipo “pitfall” para amostragem
das formigas epigeias (Bestelmeyer et al., 2000), a
fim de comparar os dois estratos.

Entre as espécies coletadas, destacaram-se as
trés mais frequentes para avaliacdo do potencial de
predacao, o qual foi realizado da seguinte maneira: em
janeiro de 2010, o ensaio foi realizado com 10
repeti¢des para cada uma dessas formigas, sendo que
foram utilizadas larvas (uma para cada repeti¢do) de
cupim do género Nasutitermes (Isoptera, Termitidae)
como iscas, que foram colocadas estrategicamente na
parte central de uma inflorescéncia, onde as espécies-
alvo eram encontradas. Foi observado o comportamento
das formigas em relag@o a isca durante 5 minutos em
cada planta. Nos testes em que a predagdo ocorreu,
foi medido o tempo transcorrido para que a formiga
identificasse e carregasse a presa. O indice de
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Tabela 1. Frequéncia relativa das formigas arboricolas e epigeias em um
cafezal do municipio de Itamaraji, BA. Julho de 2009. 1Espécies escolhidas

predagao foi calculado através da formula: IP

= Npe x 100/Nte, onde IP ¢ o indice de
predagdo para a espécie estudada; Npe, o

para analise

niimero total de observagdes de predagdo pela _Subfamilia/Espécie Arvore (%) Solo (%)
espécie estudada e Nte, o numero total de Dolichoderinae
ensaios (Concei¢do etal., 2009). Calculou-se  poymyrmex thoracicus Gallardo, 1916 4
a media de_ tempo de predagao, ou seja, que Tapinoma melanocephalum (Fabricius, 1793) 18 0
cada espécie levou para reconhecer e levar a -
presa. Em seguida, foi utilizado o teste ndo Ectatomminae
paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar ~ £ctatomma brunneum Fr. Smith, 1858 2 30
se havia diferenca entre as médias de tempo  Ectatomma permagnum Forel, 1908 2 4
de predagdo. O programa usado para essas Formicinae
analises foi Statistica versao 7.1. Brachymyrmex heeri Forel, 1874 6 4
Brachymyrmex sp.2 2 0
Resultados e Discussio 'Camponotus blandus Fr. Smith, 1858 40 10
Camponotus leydigi Forel, 1886 0 2
Foi encontrado um total de 29 espéciesde ~ Camponotus melanoticus Emery, 1894 6 0
formigas (Tabela 1). As formigas arboricolas ~ Camponotus punctulatus andigenus Emery, 1903 2 0
mais frequentes foram Camponotus blandus Camponotus rufipes (Fabricius, 1775) 2 0
(Smith, 1858), Pheidole grandinodus Wilson, Camponotus senex Fr. Smith, 1858 g 4
2003 e Tapinoma melan.ocephalum Nylanderia sp.1 2 0
(Fabricius, 1793) e as espécies epigeas: )
. ; Nylanderia sp.2 0 10
Odontomachus meinerti Forel, 1905,
Pheidole gigas Wilson, 2003 e Ectatomma Myrmicinae
brunneum Smith, 1858. Somente onze  Attasexdens (L., 1758) 0 2
espécies (35%) foram comuns aos dois  Crematogaster victima Fr. Smith, 1858 4
estratos amostrados. Pheidole grandinosus — ppeidole gigas Wilson, 2003 6 46
era conhecida somente da Amazonia brasileira 5, ., arupo Fallax sp.4 0 12
até o momento (Wilson, 2003). o Pheidole grupo Fallax sp.5 0 6
Nesse estudo, observou-se a ocorréncia de
espécies tipicas de meio urbano, portanto ¢ 1 /¢idole grupo Flavens sp.6 0 2
possivel que a introdugdo do cultivo na regido ~ Pheidole grupo Tristis sp.7 0 12
tenha provocado alteragdes na composigdo da  'Pheidole grandinodus Wilson, 2003 40 12
fauna original. Dias et al. (2008) destacam  Pheidole radoszkowskii Mayr, 1884 2 18
hipdteses para o impacto negativo do cultivodo  pogonomyrmex naegeli Forel, In Emery, 1878 4 4
Caf:é S(N)bre as comunidgdes de forr_nig_aS: Solenopsis geminata (Fabricius, 1804) 6
aphca({ja? de defenswros.; ret{rada da Serapﬂ}.lelra; Solenopsis globularia (Fr. Smith, 1858) 0
exposicao das espécies a maior amplitude
térmica e perturbacio mecénica. No entanto, ~ Fomerinae
apesar da presenga de espécies invasoras, a  Odontomachus meinerti Forel, 1905 12 58
ocorréncia de muitas das espécies sugerem que Pachycondyla harpax (Fabricius, 1804) 0 8
seu patrulhamento na planta pode estar  pgeydomyrmecinae
contribuindo a proteger esta contra qualquer ~ ,_ domyrmex grupo Pallidus sp.1 6 0
herbivoro.
Total de espécies 20 20

Dentre as espécies coletadas, algumas se
destacaram devido a relatos na literatura de

Total geral de espécies

29
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ocorréncia de predacdo. Como exemplo disso tem-se
as espécies de Camponotus. O género Camponotus
¢ encontrado nos mais diversos habitats, podendo
algumas espécies utilizar as plantas como local de
nidificagdo, aproveitando ramos, caules escavados por
coledpteros ou outros insetos (Battirola et al., 2005).
Sao espécies generalistas, sendo que algumas mantém
relacdes mutualisticas com hemipteros, tais como
ocorre com C. blandus (Nascimento, 2006). Muitas
vezes, o balango custo/beneficio na associagdo
formiga/hemiptero pode ser positivo para a planta,
quando a atuacdo das espécies como predadoras
suplanta os danos provocados pelos hemipteros que
protegem (Philpott e Armbrecht, 2006).

Ja algumas espécies do género Pheidole que nidificam
em domadcias possuem operarias que defendem sua planta
hospedeira contra herbivoros, garantindo o crescimento
de sua colonia e o seu sucesso reprodutivo (Izzo e
Vasconcelos, 2002). No entanto, as encontradas no
cafezal, como a grande maioria das espécies desse género
(Wilson, 2003), ndo sao tao especializadas e certamente
ndo nidificam na planta. A espécie exética Pheidole
megacephala (Fabricius, 1793) ¢ considerada inimiga
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natural da broca do café H. hampei nos cafezais de
Cuba (Vazquez-Moreno et al., 2009).

As colonias de T. melanocephalum sdo altamente
adaptaveis ao meio, por ser poliginas ¢ com colonias
que possuem grande facilidade a subdivisdo e a
migracao (Osborne et al., 1995). Ja foi observado a
capacidade dessa formiga como agente de controle
biologico contra uma espécie de importancia médica,
o Heteroptera Rhodnius prolixus (Stal, 1859), com
reducdo de 62% no crescimento populacional desse
percevejo (Nunez, 1971).

Entre as espécies testadas como predadoras
potenciais e que apresentaram maiores indices de
predacdo, P. grandinodus e C. blandus, nao houve
diferenca significativa entre as médias de tempo de
predagao (Figura 1). Os géneros a que pertencem sao
frequentes em ambientes onde ha altera¢ao na estrutura
da vegetacdo natural em decorréncia do uso da terra
com fins agricolas, com muitas espécies oportunistas
e competitivas (Peck et al., 1998). Nota-se que ja foi
observado que C. blandus e algumas espécies de
Pheidole podem se tornar eficientes predadoras em
coqueirais (Conceigao et al., 2009).

4,5 -
& Média

4.0 f L Média + Desvio Padrio

| KW -H(2:25)= 4.7076; p = 0,0950

b
L#

Tempo
kA
o}

Camponotus blandus

Tapinoma melanocephalum

Pheidole grandinodus

Espécie

Figura 1. Média do tempo de predagio das formigas mais frequentes em um cafezal do municipio de Itamaraja, BA. Janeiro de 2010.

Agrotropica 26(1) 2014



Formigas de cafezal e controle bioldgico 77

As formigas P. grandinodus e C. blandus sdo as
espécies mais eficientes como predadoras do cafeeiro
estudado, no entanto, somente pesquisas futuras
permitirdo avaliar a relagdo exata dessas formigas com
as pragas do cafeeiro e sugerir sua indicagdo no
controle bioldgico.
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Ophioceras leptosporum NA MATA ATLANTICA DO SUL DA BAHIA: NOVO
REGISTRO PARA AMERICA DO SUL*
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Durante coletas de fungos associados a materiais vegetais em decomposicao da serapilheira da Mata Atlantica
do Sul da Bahia, foi encontrado o Ophioceras leptosporum sobre Harleyodendron unifoliolatum em duas Reservas
ecologicas: Ecoparque de Una e no Parque Estadual Serra do Conduru. Este ¢ um novo registro do fungo para a
América do Sul. Descricao, distribuicdo geografica e ilustragdes sdo apresentadas.

Palavras-chave: Micota brasileira, serapilheira, taxonomia, biodiversidade, Leguminosae.

Ophioceras leptosporum in Atlantic Rainforest of Southern Bahia: a new report
to South America. During a survey of fungi associated with decaying plant material of the Atlantic Rainforest
of Southern Bahia, Ophioceras leptosporum was found in the litter of Harleyodendron unifoliolatum in two

ecological parks: Ecoparque de Una and Parque Estadual Serra do Condurti. This fungal is a new report for South
America. Description, comments, geographic distribution and illustrations are presented.

Key words: Brazilian mycota, litter, taxonomy, biodiversity, Leguminosae.
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O género Ophioceras (Magnaporthaceae,
Ascomycota) ¢ caracterizado pela presenca de
peritécios com pigmentacdo escura, rostros longos e
perifisados, parede peritecial de textura angularis;
ascos unitunicados com um aparelho apical quitinoide,
deciduos; hamatécio com parafises longas, septadas;
ascosporos escolecosporicos, septados (Chen et al.,
1999). Ophioceras possui ampla disseminagao
estando presente em substratos como a madeira,
dentre outros. Muitas espécies deste género também
sao encontradas em ambientes aquaticos (Kirk et al.
2008). O presente trabalho teve como objetivo
identificar uma espécie de Ophioceras associada ao
folhedo de Harleyodendron unifoliolatum Cowan
em unidades de conservacdo da Mata Atlantica no
sul da Bahia.

As coletas foram feitas em duas unidades de
conservacao do Bioma Mata Atlantica do sul da Bahia,
Brasil: Ecoparque, situada no municipio de Una e
Parque Estadual Serra do Condurt, no municipio de
Uruguca, Bahia, Brasil.

A espécie botanica estudada foi Harleyodendron
unifoliolatum, da familia Fabaceae, por ser uma planta
endémica, rara e de ampla localizagdo geografica na
Mata Atlantica do sul da Bahia.

As coletas foram realizadas entre dezembro de
2007 a julho de 2008. Em cada area estudada foram
aleatoriamente coletadas amostras de folhedo de trés
espécimes de H. unifoliolatum. No laboratério de
Diversidade de Fungos do Centro de Pesquisa de
Cacau (CEPEC), da Comissao Executiva do Plano
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), as amostras foram
lavadas por uma hora em agua corrente, depois
acondicionadas em camaras umidas, de acordo com
Castafieda-Ruiz et al. (2006). Apds 72 h o material
incubado foi observado em estereomicroscopio e
revisado seguidamente por 30 dias.

Material fingico obtido foi disposto em laminas com
resina de alcool polivinilico e lactofenol (PVL) (Trappe
e Schenck, 1982), para a preparacao de laminas semi-
permanentes e observagdes ao microscopio
estereoscopio e optico e identificacao.

As folhas colonizadas foram convertidas em
exsicatas e mantidas na cole¢do micologica no Herbario
CEPEC.

Ophioceras leptosporum (S.H. Igbal) J. Walker,
Mycotaxonl1(1): 62 (1980).
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A espécie apresenta peritécios negros, irrompentes,
subglobosos a piriformes, isolados dispersos na face
abaxial das folhas, rostrados, 240-300 x 180-200 pm;
paredes periteciais de textura angularis; rostro
marrom-escuro a negro posicionado centralmente
sobre o peritécio, cilindrico de textura angularis com
0 apice mais claro, 300-1200 x 80-90 um, com uma
massa avermelhada formada pelos ascos e
ascosporos acumulada na extremidade, tornando-se
esbranquicada posteriormente; canal ostiolar sem
perifises. Ascos cilindricos, retos ou ligeiramente
curvos, unitunicados, 80-100 x 6-10 um, formados
na camada basal da cavidade peritecial, octosporicos,
com anel refringente apical ndo amiloide. Parafises
ausentes. Ascosporos hialinos, avermelhados em
massa, filiformes, retos, curvos ou sigmoides, de apice
rotundo e base afunilada, 70-100 x 1,5-2,0 pm com
septos indistintos formados em fasciculos paralelos
dentro do asco.

Material examinado: BRASIL. Bahia: municipio
de Una, Ecoparque, sobre folhas em decomposi¢ao
de Harleyodendron unifoliolatum (S 15° 10°49,2" ¢
W 039° 02’ 09,8"), 12/07/2008, D.M.A. Magalhies
s.n. (CEPEC1509); no municipio de Uruguca, no
Parque Estadual Serra do Condurt, sobre folhas em
decomposicao de Harleyodendron unifoliolatum,
(14°23°07,7"S € 39°04°43,6"W), 29/01/2008, D.M.A.
Magalhaes s.n. (CEPEC 1175), 10/05/2008, D.M.A.
Magalhaes s.n. (CEPEC 1179).

Distribuicao geografica: Inglaterra, Papua Nova
Guiné (Walker, 1980) e Brasil (neste trabalho).

Nota: Este ¢ o primeiro relato de Ophioceras
leptosporum na serapilheira de Harleyodendron
unifoliolatum, na Mata Atlantica do sul da Bahia e
primeiro registro deste taxon para a América do Sul.
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Figura 1- (A-F) Ophioceras leptosporum encontrado em folhedo de Harleyodendron unifoliolatum na Mata Atlantica do Sul da
Bahia: (A) serapilheira de H. unifoliolatum; (B e C) peritécios com massa de ascosporos apical avermelhada sob folhedo; (D) peritécio
marrom-negro rostrado; (E-F) ascos e ascosporos hialinos e filiformes. Barras: B e C=300 im; D=50 im; E e F=25im.
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enviados pelo editor. A publicacdo de seus nomes é um testemunho do nosso mais profundo reconhecimento
pela sua valiosa colaboracdo com a revista.

Caio Marcio V. C. de Almeida (2) CEPLAC/SUERO - Porto Velho - RO

Cidalia Gabriela S. Marinho (1) UFSJ - Sdo Jodo Del Rei - RJ

Dilze Maria Argélo Magalhaes (2) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA
Edna Dora Martins Newman Luz (2) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA
Edson Reis Lopes (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA

Elpidio Francisco Santos (1) CEPLAC/SUERO - Porto Velho - RO

Francisco José¢ Lima Aragdao (1) EMBRAPA CERRADOS - Brasilia - DF

Hermes Alves de Almeida (1) UEPB - Campina Grande - PB
Jadergudson Pereira (1) UESC - Ilhéus - BA

José Inacio Lacerda Moura (1) CEPLAC/ESMALI - Una - BA

José Luiz Bezerra (1) UESC - Ilhéus - BA

José Raimundo Bonadie Marques (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA
Lahyre Izaete Silveira Gomes (2) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA
Leonor Costa Maia (1) UFRPE - Recife -PE

Livia Santos Lima Lemos (2) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA

Milton Macoto Yamada (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA

Paulo dos Santos Terra (1) UESC - Ilhéus - BA

Raul René M. Valle (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA
Robério Gama Pacheco (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA

Rodrigo Souza Santos (1) UESC - EMBRAPA ACRE - Rio Branco - AC

Ronaldo Costa Argdlo Filho (1) UESC - Ilhéus - BA
Wilson Reis Monteiro (1) CEPLAC/CEPEC - Ilhéus - BA

*(s nimeros entre parénteses, apos os consultores, indicam o numero de trabalhos revisados.
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