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Centro de Pesquisas do Cacau, I1héus, Bahia, Brasil

LARGE GENETIC DIVERSITY FOR FINE-FLAVOR TRAITS UNVEILED IN
CACAO (Theobroma cacao L.) WITH SPECIAL ATTENTION TO THE NATIVE
CHUNCHO VARIETY IN CUSCO, PERU

Albertus Bernardus Eskes”, C. A. C. Rodriguez’ , David Cruz Condori®, Ed Seguine’, Luis
Fernando Garcia Carrion’, Philippe Lachenaud’

'Ex-CIRAD/Bioversity International Cocoa Geneticist, Montpellier, France. albertuseskes @ gmail.com.?Minagri-Senasa,
Ministry of Agriculture and Irrigation, Quillabamba, Cusco, Peru. *Unidad de Investigacion de Productos Naturales,
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru. “‘Consultant to Guittard Chocolate / President of Seguine,
Cocoa and Chocolate Advisors, Hanover PA, 17331, USA. *Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS),Tingo
Maria, Peru. °Ex-Cocoa Geneticist at CIRAD-BIOS, Montpellier, France.

The fine-flavor cocoa industry explores mainly six chocolate sensory traits from four traditional cocoa (Theobroma cacao
L.) varieties. The importance of cocoa pulp flavors and aromas has been ignored until we recently showed that they migrate
into beans and into chocolates. Pulp sensory traits are strongly genotype dependent and correlated to human preference.
Growers of the native Chuncho variety from Cusco, Peru, which is the cocoa that the Incas consumed, make pulp juices from
preferred trees (genotypes). Evaluations of 226 preferred trees evidenced presence of 64 unique mostly multi-trait sensory
profiles. Twenty nine of the 40 flavors and aromas identified mimic those of known fruit and flower or spice species such as
mandarin, soursop, custard apple, cranberry, peach, banana, inga, mango, nut, mint, cinnamon, jasmine, rose and lily. Such large
sensory diversity and mimicry is unknown in other commercial fleshy fruit species. So far, 14 Chuncho-like pulp sensory traits
have been identified among different cocoa varieties elsewhere suggesting that Chuncho is part of the “centre of origin” for cocoa
flavors and aromas. Stable expression of multi-trait Chuncho sensory profiles suggest pleiotropic dominant inheritance, favoring
selection for quality traits, which is contrasting with the complex sensory trait determination in other fleshy fruit species. It is
inferred that the large sensory diversity of Chuncho cocoa can only be explained by highly specialized sensory trait selection
pressure exerted by frugivores, during evolution, and by the indigenous “Matsigenkas”, during domestication. Chuncho beans,
still largely employed as a bulk cocoa source, deserve to become fully processed as an extra-fine cocoa variety. The valorization
of the numerous 7. cacao sensory profiles in chocolates, raw beans and juices should substantially diversify and boost the fine-
flavor cocoa industry, this time based on the Matsigenka/Inca and not anymore on the Maya cocoa traditions.

Key words: cocoa fruit sensory traits, mimicking, pleiotropy, fine-flavor cocoa market, cocoa sensory identity.

Grande diversidade genética para caracteristicas de sabor fino revelada no
cacau (Theobroma cacao L.) com especial atencao para a variedade nativa

Chuncho de CUSCO, Peru. A indistria de cacau fino explora principalmente seis caracteristicas sensoriais de
quatro variedades tradicionais de cacau (Theobroma cacao L.). A importancia dos sabores e aromas da fruta fresca de cacau tem
sido ignorada até que mostramos recentemente que eles migram para as améndoas e para os chocolates. As caracteristicas
sensoriais da polpa variam muito com o genétipo e sdo relacionadas com a preferéncia humana. Produtores da variedade nativa
Chuncho de Cusco, Peru, que € o cacau que os Incas consumiam, prepararam sucos da polpa de arvores (genétipos) preferidas.
Avaliagoes de 226 arvores preferidas mostraram a presenca de 64 perfis sensoriais tnicas baseados, na maioria, em mais de uma
caracteristica. Vinte e nove dos 40 sabores e aromas identificados imitam daqueles de espécies frutiferas, de flores ou de
temperos conhecidos, como mexerica, graviola, fruta do conde, oxicoco, péssego, banana, ingd, manga, noz, horteld, canela,
Jjasmim, rosa e lirio. Esta grande diversidade e imitagdo sensorial ndo é conhecida em outras espécies comerciais de frutas
frescas. Até agora, 14 caracteristicas sensoriais do Chuncho foram encontradas em diferentes variedades em outras localidades,
o que sugere que Chuncho faz parte do “centro de origem” para sabores e aromas de fruta fresca do cacau. A expressao estavel
dos perfis multi-sensoriais de Chuncho sugere heritabilidade pleiotrépica dominante, facilitando selegdo para caracteristicas de
qualidade, o que contrasta com a determinacio geralmente complexa das caracteristicas sensoriais em outras espécies frutiferas.
Inferimos aqui que somente uma pressao de selecdo muito especializada dos frugiveros, durante a evolugédo, e dos indigenas
“Matsigengas”, durante a domesticagdo, poderia explicar a grande diversidade sensorial do cacau Chuncho. As améndoas de
Chuncho, ainda amplamente utilizadas como fonte de cacau “bulk”, merecem pleno aproveitamento para serem industrializadas
como uma variedade extra-fino de cacau. A valorizacdo dos numerosos perfis sensoriais do cacau identificados aqui em
chocolates, améndoas e em sucos devera diversificar e impulsar substancialmente a inddstria de cacau fino, desta vez baseada
nas tradi¢des dos Matsigengas e ndo mais nas tradi¢des das Mayas.

Palavras-chave: caracteristicas sensoriais do cacau, imitagdo, pleiotropia, mercado de cacau fino, identidade sensorial do cacau.

Recebido para publica¢do em 13 de agosto de 2018. Aceito em 30 de novembro de 2018. 157
DOI:10.21757/0103-3816.2018v30np157-174



158 Eskes et al.

Introduction

Fine and bulk cocoa

The cocoa (Theobroma cacao L.) market
distinguishes between “bulk’ and “fine-flavor” cocoa
with bulk cocoa representing 95% of the world cocoa
market. The fine-flavor cocoa corresponds currently
to ca. 220,000 tons annually. The bonus paid to farmers
for fine-flavor cocoa varies from +15% to +300 %
(Pipitone, 2016). Fine-flavor chocolates have generally
variable fruity flavor and/or flower/spicy aroma
expressions, besides the typical “cocoa” flavor.
Chocolates from bulk cocoa varieties do generally
express just cocoa flavor (Pipitone, 2016). Fine-flavor
cocoa has historically been provided by the Criollo,
Trinitario and Nacional varieties and, more recently,
by hybrids with the SCA6 genotype (TSH clones).

Pulp vs fine-flavor chocolate sensory trait
relationship

Regular tasting of cocoa pulp by the first author in
11 cocoa producing countries led in 2006 to the
assessment that “countries that produce fine
chocolates (e.g. Trinidad, Ecuador, Venezuela and
Peru) grow varieties that have nice cocoa pulps”.
This reasoning lead to the hypothesis of a fine-flavor
pulp vs fine-flavor chocolate relationship. Well-known
pulp and chocolate (Presilla, 2009; Sukha and Butler,
2005; Afoakwa, 2008; Clapperton et al., 1994) sensory
traits of commercial fine-flavor varieties are presented
in Table 1. These are uniformly expressed in trees
within uniform varieties (Criollo, Nacional and the Sca6
clone), demonstrating the genetic nature of such

Table 1. Comparison of known chocolate and pulp sensory
traits for traditional fine-flavor cocoa varieties and for SCA6

Variety Pulp Chocolate
flavor/aroma flavor/aroma
) ) Very sweet pulp, no Caramel/honey,
Ancient Criollo flavors or aromas Nutty
Trinitario Citrus flavor, balanced ~ Fresh fruit
sweet/acid pulp
Nacional Jasmine aroma and Floral
sweet pulp
Muscat grape flavor, Brown fruit or
SCAG6 (clone)

lily aroma raisin, Floral

Agrotrépica 30(3) 2018

sensory traits. The chocolate sensory profiles
“caramel”, “fresh fruit”, “floral” and “brown fruit/raisin/
floral” are apparently related to the pulp sensory
profiles “very sweet”, “lemon”, “jasmine” and “Muscat
grape/lily”, respectively. Ancient Criollo pulps and
chocolates both do not express fruity flavors nor
aromas. These comparisons suggest the existence of
a pulp flavor and aroma vs chocolate fine-flavor
relationship, be it with certain modifications such as
the grape flavor of SCAG6 that is transformed into the
related brown fruit/raisin flavor. The nutty flavor is not
present in the pulp and is known to be formed only
during post-harvest processing.

Neglect to cocoa pulp sensory trait studies

The mucilaginous cocoa pulp is composed of spongy
parenchymatous cells containing cell sap rich in sugars
(10 to 13%), pentosans (2 to 3%), citric acid (1 to 2%),
and salts (8 to 10%). The main role attributed to cocoa
pulp has been to provide the essential substrate for
microorganisms to develop, during fermentation, the
chocolate flavor precursors that react forming “cocoa”
aroma components during the roasting process
(Figueira et al., 1993). The effect of cocoa pulp sensory
traits on fine-flavor chocolate qualities has only recently
received attention. Visitors to cocoa plantations might
be familiar with the broad variation in cocoa pulp flavor
and aroma. The most conspicuous variation is for acidity
and sweetness. While pulp flavor and aroma intensities
appear to be low and unspecific for the majority of
genotypes, a few clones such as SCA6 (e.g. Presilla
2009) and EET62 have been known since long to have
very flavorful and aromatic pulp.

Selection of cocoa for fine-flavor traits

Objective breeding towards fine-flavor quality
varieties over the last century has probably been
restricted to the selection over the last 50 years of the
TSH varieties in Trinidad that express high-quality multi-
trait pulp and chocolate sensory profiles including that
of SCAG6. The selection for yield and resistance alone
has occasionally resulted in lower than average bulk
cocoa quality, as is the case with the CCN51 clone
selected in Ecuador in the 1980’s. Lockwood and Eskes
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(1995) concluded that selection for cocoa quality was
hampered by differences in objectives among chocolate
manufacturers and by lack of efficient individual tree
screening methods. Our Chuncho survey represents
the first systematic study in 7. cacao demonstrating
the feasibility of within-variety single-tree diversity
evaluations and selection for pulp and raw bean flavors
and aromas.

Volatile Organic Compounds (VOCs) in cocoa
pulp and in beans

Pino et al. (2010) were the first to identify VOCs
in fresh cocoa pulp from a farm in Colombia in 2010.
The relevant compounds among 66 VOCs were esters
(2-heptyl acetate and 2-pentyl acetate) and linalool that
are related to the known fresh fruit flavor (esters) and
floral (linalool) aroma from Trinitario and Nacional,
respectively. Kadow et al. (2013) reported in 2012 on
relative concentrations of VOC:s in fresh fruit pulp and
beans of three genotypes (EET62, SCA6 and CCNS51)
that were chosen for their well-known pulp and
chocolate sensory qualities (Tables 1 and 2). VOC
concentrations were very low in the low-flavor CCN51
clone and high in fine-flavor SCA6 and EET62 clones.
The VOCs in SCA6 and EET62 derived from two
different metabolic pathways: methylketones,
secondary alcohols and esters in EET62 and
monoterpenes in SCA6. VOC concentrations were
substantially higher in the pulp tissue than in the beans,
confirming empirical observations that sensory
compounds are primarily metabolized in the pulp.
Migration to the cotyledons appeared to start only upon
fruit ripening and is likely to be completed during
fermentation (Kadow et al., 2013). The authors
confirmed that pulp sensory traits are the most
important source for fine-flavor cocoa sensory trait
variations in beans and in chocolates and that VOC
profiles and concentrations are in full agreement with
the assessments of contrasting pulp sensorial traits in
these genotypes (Tables 1 and 2). Based on the study
of Kadow et al. (2013), Hegmann (2015) analyzed the
volatile profiles of the fruit pulp of five genotypes
selected at CATIE, Costa Rica. Relative quantities of
aroma-active substances differed strongly with
genotypes, season and fruit ripeness. The VOC
profiles were quite different from the SCA6 and EET62

control genotypes suggesting that large diversity exists
among cocoa genotypes for pulp flavors and aromas.

Genetic determination of fleshy fruit sensory
traits

Barry (2009) considers that aromas imparted by
ripening fleshy fruits represent the most complex and
species-specific aspect of ripening and one of the key
attractants for frugivores. Species and varieties all have
unique sensory profiles consisting of up to hundreds of
individual compounds classified as alcohols, aldehydes,
ketones, esters, terpenes, furans, phenolics and sulphur
containing compounds (Barry, 2009). However,
apparently only a fraction of the VOCs is most odor-
active (e.g. Pino and Bent, 2013). The content and
composition of VOCs show both genotypic variation
and phenotypic plasticity (El Hadi et al., 2013). The
number of flavor and aroma genes in fruits is generally
large. Although transgenes altering many volatiles
simultaneously are already available, fruits with improved
flavor will likely still require coordinated regulation of
multiple biosynthetic pathways (Klee, 2010).

The native Chuncho cocoa variety

"Chuncho" (="from the jungle") cocoa is native to
the La Convencién province (Urubamba valley) in the
Cusco region in Peru. Reports exist on the trade of
cocoa beans by the native Matsigenkas (=human
beings) with the highlanders before and during the Inca
Empire (Johnson and Johnson, 1996). Chuncho cocoa
was cultivated already in the X VI century, but occurring
also spontaneously in association with the Matsigenkas
(Aparicio, 1999). This tribe has always had a special
interest in consumption of Chuncho fruit pulp (Gade,
1975 ; Missioneros Dominicos, 2009) and also of slightly
fermented and roasted raw beans. Rozas (1861) cited
by Aparicio (2000) describes native cocoa in the valley
of "high quality, noble and healthy" while Paz Soldan
(1852), cited by Gade (1975), labels Chuncho cocoa
from the Echerate Estate as "the best cocoa in the
world". Chuncho cultivation increased between 1850
and 1890 with the arrival of immigrants from Cusco
(Encinas, 2009). Chuncho acreage culminated in the
1980s with 14,000 ha and a production of 10.000 tons.
The acreage of Chuncho has thereafter declined to ca
11,000 ha with production of 2600 tons currently, which
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is due to low productivity (150-250 kg/ha), ageing trees
and competition from CCN51 and from other
replacement crops. Chuncho is still mainly used as a
low-valued bulk cocoa bean source for butter and
powder extraction. However, traditional farmers
consume pulp juices from selected Chuncho trees
which is a practice not known to occur elsewhere in
the world. Our pulp and bean survey was therefore
focused on Chuncho trees used by farmers for juice
production. "Common" Chuncho beans express already
interesting unspecific flavors and aromas (Condori
Cruz, 2015). Chuncho pulps are generally sweet with
low acidity and astringency. Even when unfermented
or little fermented, Chuncho beans are neither acid
nor bitter nor astringent which is a rather unique feature
within Forastero cocoas. However, they may become
so with fermentation duration of more than four days
(Condori Cruz, 2015). Among the 10 currently
recognized major genetic groups of Theobroma cacao
(Motamayor et al., 2008), the Chuncho variety is part
of the "Contamana" group including SCA6. SNP
marker studies showed however a closer genetic
relationship of Chuncho with native accessions from
the Madre de Dios and Beni river basins (Céspedes-
Del Pozo et al., 2017) that are geographically related.
The within Chuncho molecular diversity can be
considered as moderate to high as compared to that of
other native cocoa varieties (Zhang, 2014).

T. cacao frugivores and the Matsigenkas

Ripe cocoa pods do not drop off the tree and do not
open (indehiscent fruit). Consequently, evolutionary
dispersal of cocoa seeds must have depended on
frugivorous animals. Together with color, specific odor
is considered to be a key fruit trait for attracting
frugivores (Barry, 2009; Dominy et al., 2001 and 2004;
Nevo et al., 2015). Important 7. cacao frugivory-
related traits are (Van Roosmalen, 2008): 1. Ripe fruit
adherence to the tree, 2. Thick fruit husks, 3. Strong
seed adherence to the pulp, 4. Nutritious and sweet
fruit pulp, and 5. Frugivore swallowing of the seeds.
Six efficient cocoa frugivores were identified in the
Amazon basin: four monkeys (spider, woolly, capuchin
and saki), the kinkajou and the coati. These are also
associated with eight other fleshy fruit families,
including Annonaceae (e.g. soursop, custard apple and
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annona) and Mimoseae (e.g. inga). In La Convencién
Carlos Rodriguez identified five 7. cacao frugivores
(spider and squirrel monkeys, coatis, nocturnal rodents
and squirrels) three of which are different from the
Amazon frugivores. Olfactory cues for ripe fruit
identification have been demonstrated in several
primate species (Nevo et al., 2015). Spider monkeys
inspect fruits by sniffing or biting (Van Roosmalen,
2008) and were able to discriminate odors from wild
fruits of Coumama crocarpa and of Leonia symosa
which are part of the 7. cacao frugivory syndrome in
the Amazon (Nevo et al., 2015). Laska et al. (2009)
demonstrated an unexpectedly high olfactory sensitivity
of the squirrel monkey, equaling that of the dog. No
information was found on the role of fresh fruit flavors
in establishing efficient seed dissemination by
frugivores in general.

The Matsigenkas must have disseminated Chuncho
seeds since historical times in La Convencién which is
related to their cocoa pulp and bean consumption
traditions (Missioneros Dominicos, 2009). While they
don't have names for fellow human beings they have
names for cocoa and three cocoa products. They must
have selected Chuncho trees for their pulp sensory
traits and planted trees in their traditional home gardens.

Objectives and rationale of the paper

Fresh cocoa fruit pulp sensory traits include basic
flavor traits (acidity, bitterness, astringency), sweetness,
fruity flavors and floral/spicy aromas as well as bean
bitterness. Our first objective was to identify variations
in intensities for these traits in nine genetically different
clones. Such allowed us to show the relationship
between cocoa pulp sensory traits and human
preference. Our second objective was to identify
variations in flavor and aroma identities as found in
diffferent cocoa populations with specific emphasis on
Chuncho cocoa. It became rapidly clear that pure
Chuncho trees have generally sweet pulp and non-
bitter beans. When we started to discover the large
variations for fruity flavor and aroma identities in this
germplasm we decided to carry out a survey involving
a 226 Chuncho trees that farmers use for pulp juice
production. Therefore, in the second part of our results
we only mention variations in Chuncho for identities
of flavors and aromas that are compared with what is
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known to occur in cocoa growing areas outside the La
Convencion province.
Results are presented in chronological order:

® Genotype x pulp sensory traits' associations
Tingo Maria, Peru, 2007;
® Identifications of 12 hitherto unknown cocoa

varietal sensory traits in five different locations outside
La Convencioén, 2007 to 2017,

® A survey on fresh fruit flavor and aroma
variations among 226 Chuncho trees in La Convencion,
2012 to0 2017;

® Relationship between flavor and aroma identities
with quantitative sensory traits (acidity, bitterness and
astringency) flavor identities in a group of 64 preferred
Chuncho bean samples .

In the discussion we provide hypotheses that try to
answer the many questions raised by our unusual
findings and to present the many opportunities opened
by them. We infer the apparent absence of a clear
resemblance of the genetic determinations of the
Chuncho vs other fleshy fruit species sensory traits.
We infer also that most of the Chuncho flavor and
aroma traits are in fact mimics of those of other fleshy
fruit species.

Materials and Methods
Sensory trait vocabulary and perception

By "sensory traits" we mean all expressions of
flavors (= taste and odor, El Hadi 2013) such as acidity,
bitterness, astringency, cocoa flavor, fruity flavors,
nutty/nuts flavor, spicy flavors and aromas (flower,
herbal, malt odors). "Flavor" is used in short to indicate
flavors from fruits, dry fruits, nuts and malt detected
in our sensory surveys. "Aroma" is used to identify
smells or odors from "flowers", "herbs" or "spices" but
not from fruits, nuts or malt. Pulp aromas have been
perceived by the nose when opening cocoa pods. Pulp
flavors and aromas were perceived by fresh pulp
tasting. Flavors and aromas of dry 2-4 days fermented
beans were perceived by tasting the cotyledons. The
presence of cocoa or chocolate flavors that are formed
during roasting is not considered in our study on pulp
and raw bean sensory traits.

Genotype associations for cocoa pulp sensory
traits

Six pulp sensory traits of nine unrelated cocoa
genotypes from the cocoa genebank of the Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS) in Tingo Maria,
Peru, were assessed in September 2007 including two
fine-flavor (EET 64 and ICS1) and one low-flavor
(CCN51) genotypes. Five randomly chosen Ucayali
(U43, U45 and U53) and Huallaga (H56 and H60)
clones from collections held by UNAS, Tingo Maria,
Peru were also included. Mixed pulp from two ripe
pods of each genotype was placed in closed plastic
boxes in the laboratory two hours before sensory
evaluation. The use of two pods is justified by the low
variation found in the maternal pulp flavor and aroma
traits between equally ripe pods from the same tree or
even from different trees from the same clone. The
panel of six cocoa scientists shared experience on
scoring of pulp sensory traits in the field on a mixture
of genotypes during a few days before the blind
laboratory evaluations. Traits were evaluated in the
laboratory on a 0 to 5 point scale using seven
descriptors: volatile aroma (odor) perceived by smelling
after opening of the boxes followed by traits perceived
after pulp tasting: flavor, acidity, sweetness,
astringency, bean bitterness/astringency and finally
"overall preference". The evaluations resulted in highly
significant statistical differences among genotypes
despite the relatively low number of panelists.
Statistical analyses using linear models (ANOVA, linear
correlation) were performed to calculate the treatment
effects, and Principal Component Analysis (PCA,
using the XLSTAT 2007 program version 8.01) to
visualize the associations between traits and genotypes.

Cocoa pulp and bean sensory trait identifications

The cocoa pulp sensory traits evaluations outside
the La Convencién province were carried out between
2007 and 2017 by experienced individual cocoa
scientists during occasional visits to cocoa fields in four
different countries. The scientists identified flavors and
aromas of randomly choosen genotypes within different
cocoa populations. Because the Chuncho basic flavors
are generally uniform and very mild among trees (see
Table 6), our sensory trait survey aimed mainly at
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identification of the large variation for fine-cocoa
flavors and aromas. The Chuncho pulp sensory trait
survey, performed by two experienced cocoa
scientists, included 100 trees from a 50 km long central
stretch of the La Convencion valley. The main criteria
for tree selection were preference by the farmers for
pulp juice consumption, typical Chuncho traits
(morphological and sensory) and age of the trees.
Confirmation of the Chuncho trees identity was
obtained in 2014 with SNP markers (Zhang 2014). The
assessment consisted of identification of aromas
perceived upon pod opening and of fruity flavors during
tasting of pulp of two equally ripe pods per tree.

For the bean survey wet beans were collected in
early 2015 and fermented during 2-4 days followed
by sun-drying (2-3 hrs per day). The bean survey
included 126 Chuncho trees scattered over the 200
km long La Convencidén valley. The criteria for
Chuncho tree selection were the same as for the
pulp assessments. Evaluation was done in April 2015
by the first three authors. Two Peruvian fine-
chocolate manufacturers Alain Schneider
(Chocomuseo) and Pablo Morales (Amaz Food)
participated afterwards in 50% of the assessments
that confirmed identified traits. Bitterness, acidity,
astringency, flavor and aroma intensities and general
preference was scored on 0-5 point scales after
deliberation and consensus of the panel members.
Any observed flavor and aroma identities from
known fruit, flower or spice species were recorded
also by consensus. The logics behind flavor and
aroma identification studies are presented in the
Discussion. Associations between flavor and aroma
traits with basic flavor traits were analyzed with
the Kruskall/Wallis test. Repeatability of trait
identifications was assessed by blind re-evaluation
of pulp and bean sensory traits from 20 different
genotypes during the 2016/17 harvest.

Chocolate making

Chocolates were made on one occasion to compare
cocoa pulp and chocolate flavors and aromas by the
fine cocoa quality specialist Ed Seguine in the USA.
Roasting was done at 125°C for 26 min according to
the ECA/CAOBISCO/FCC Cocoa Quality Guide
Appendix B protocol.
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Results

Pulp sensory traits are discriminative varietal
traits

In 2008, pulp sensory trait intensities in nine cocoa
genotypes were evaluated in Tingo Maria, Peru.
Discrimination level between varieties was high for all
traits (P=0.05), with group means varying from ato d
(Table 2). Discrimination between varieties was highest
for pulp astringency (F=13.8) and lowest for pulp
sweetness (F=3.5). Differences between panelists
were not significant for overall preference, pulp acidity
and pulp sweetness suggesting that these traits were
evaluated in a uniform manner by the panelists.
Overall preference scores were positively related to
pulp odor, flavor and sweetness intensities and
negatively, but not significant, to acidity and
astringency (Table 2, Figure 1). Pulp acidity and
astringency and bean bitterness/astringency were
positively correlated with each other and negatively
correlated with pulp sweetness. Highest average pulp
preference scores were obtained for EET62 (sweet
pulp, strong flavor and odor, high preference).

The second highest preference score was given
to the unknown Pandora clone from Colombia that
expressed the surprising soursop flavor. The third
most preferred clone was the well-known ICS1
(Trinitario) with a strong fresh fruit/lemon flavor.
The least preferred clone was CCN51 (acid and
astringent pulp, bitter beans, no flavor and aroma).
Sensory trait attributes of EET62 and CNN51
represent opposite extremes among the nine clones
(Table 2, Figure 1).

Table 2 . Sensory preference and associated traits for pulps
of nine cocoa genotypes evaluated in 2008 in UNAS, Tingo Maria,
Peru by six panelists

Clone Pulp description Preference
EET 62 Aroma, fruity and sweet 43a
Pandora 1 Sweet, soursop flavor 32 b
ICS 1 Sweet/acid, citric (lemon) 2,7 bed
U 43,45,53 Sweet and intermediate flavor 2,6 bed
H 56, 60 Astringent, acid, low fruity 2,1 bed/d
CCN 51 Astringent, acid, low flavor, 2,0 cd

very bitter/astringent bean
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Figure 1. Principal Component Analysis for five sensory traits of the pulp and for fresh bean bitterness of

nine cocoa genotypes.

New pulp sensory traits identified outside La
Convencion

Between 2007 and 2017 twelve hitherto unknown
cocoa pulp flavor and aroma traits (Table 3) were
discovered as a result of limited pulp assessment
exercises carried out by three cocoa scientists in seven
locations in Trinidad, Peru, Ecuador and Brazil. The
most common pulp flavor was soursop identified in all
seven locations in widely different cocoa varieties. The
mango/rose profile was found in Brazil in a clone that
originated from the Ecuador Amazon and was
introduced into Brazil for its witches’ broom resistance.
The banana flavor was discovered in Trinidad in 2008
in an old Trinitario plantation with predominating pulp
sensory variation for sweetness and acidity. Five
sensory traits (banana, soursop, jasmine, citrus and
annona) were identified in Amazon genotypes, as
verified with molecular markers (Zhang, 2014) in Satipo,
Junin, Peru. Recently it was shown that the formerly
widely grown Amelonado variety in Brazil harbors the
jasmine aroma which is very surprising. Amelonado
has generally been considered as a “bulk” cocoa
variety, in contrast with the fine-flavor Ecuadorian
Nacional variety that also displays the same jasmine
aroma. Other Brazilian clonal varieties also showed

Table 3. Twelve new Chuncho-like sensory traits found in
cocoa pulps in seven locations outside La Convencion between
2007 and 2017

Flavor/aroma

Cocoa

Countr
v trait population uatry
2007 Soursop* Amazon Quevedo,
collection Ecuador
INIAP
2007  Soursop* Pandora clone Tingo Maria,
from Colombia Peru
2008 Mango/Rose* EET397 from Bahia, Brazil
Ecuador
2008 Banana* Old Trinitario Trinidad
2009 Soursop* French Guiana  popiy Brail
collection
2010  Soursop** 0ld Trinitario Trinidad
2012 Mandarin, Soursop ~ Piura "White" or  Piura, Peru
and Grape* "Criollo" variety
Banana, Soursop, Amazon genotypes .
2012 Jasmine, Citrus, verified with gene- Satipo, Peru
Annona*** tic markers***
Soursop, Rose, 15 clones plus Bahia and
2017 Lily, Grape, Red Amelonado Espirito
Fruit, Citrus, Inga Santo,
and Jasmine* Brazil

*Albertus Eskes; **Maharaj K, 2010; ***Cruz and Zhang, 2014
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fine flavors and aromas, eg the CEPEC 2008 clone
with soursop flavor and rose aroma (Table 3).

Beans from the Old Trinitario “banana” flavored
tree (Table 3) were transformed into chocolates by
Ed Seguine. Three cocoa quality specialists described
the chocolate flavor as follows: “The banana flavor
was detectable from the mid-session” (Maharaj,
2010), “The chocolate comes across with banana
skins/strings astringency” (Ed Seguine) and “The
long lasting aftertaste remembers that of a banana
jam (Albertus Eskes). This suggests that naturally
occurring pulp sensory traits in cocoa may be
transformed into very original chocolate flavor traits.

Chuncho pulp sensory traits survey

Pulp flavors and aromas of 100 Chuncho trees were
evaluated in 2012. Ninety seven of the 100 trees
showed qualitative expression of pulp flavors and/or
aromas (Table 4), representing 30 distinct pulp sensory
profiles. These involve 17 fruit flavors and nine aromas
or spices. The most frequently encountered sensory
profiles are soursop/jasmine, floral and citrus/jasmine
found in at least 13 trees each (Table 4).

Chuncho raw bean sensory traits survey

In April 2015 the sensory panel identified and
evaluated intensities of sensory traits and assigned
preferences to 126 slightly fermented raw bean
samples. Table 5 shows the sensory profiles for 92
bean samples out of the 126 that received overall
preference scores of 3 and above. A total of 39
different sensory profiles were identified involving 16
fruity flavors and eight aromas or spices (Table 5).
The four most frequently encountered sensory profiles
were mandarin/jasmine, soursop/floral, cranberry and
malt found each in 6 or more trees.

Combined pulp and bean surveys

The combined pulp and bean evaluations resulted
in a total of 64 unique and highly diverse sensory
profiles identified among the 226 evaluated Chuncho
genotypes (Tables 4 and 5). Only five identical
sensory profiles (8%) and ten (16%) sensory traits
were found in the pulp survey as well as in the bean
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Table 4. Unique pulp sensory profiles found in 2012 in 100 farmers'
preferred Chuncho trees in La Convencién province, Cusco, Peru

No of Sensory traits No of
Profiles trees
1 Soursop and Floral 16
1 Floral 14
1 Citrus and Jasmine 13
2 Mandarin and Jasmine / Jasmine 6
2 Grape and Jasmine / Tangelo and Jasmine 5
2 Fruity / Banana and Floral 4
3 Soursop / Lily / Annona 2
Grape* / Guava and Heavy Floral / Rose
Apple and Floral/Banana (var
"Cavendish")*/Banana (var. "Manzano") /

18 Green Apple and Floral* / Soursop and Rose* 1
/ Rose and Vanilla* / Mint and Rose / Mango*

/ Custard Apple* / Inga / Inga and Floral /

Citrus and Yeast* / Citrus and Banana (var.

"Isla") / Citrus, Rose and Jasmine* / Basil /

Banana (var. 'Chinito')
Total Fruit flavors: 17 Total trees
30 Aromas/spices: 9 97/100

* = profile confirmed on occasions outside the survey

Table 5. Sensory profiles of slightly fermented and dried beans
collected in La Convencion, Cusco, Peru, in 2015 from 126 Chuncho
trees

Pljgfi‘;is Sensory traits 1:1::

1 Mandarin and Jasmine 16

1 Citrus and Jasmine 14

2 Cranberry/Malt 13

2 Mint and Floral/Malt and Jasmine 6

2 Cranberry and Rose 5
Mint and Jasmine/Nuts 4

3 Mint, Nuts and Lily/Peach and Jackfruit/
Dried Apple/Peach/Ripe Red Fruit / Nuts 2

and Raisin/Nuts and Rose / Peach, Nuts
and Rose /Ripe Plum, Raisin and Rose

Peach and Nuts/Peach and Raisin*/ Peach,
Raisin and Rose/Peach and Rose /Malt and
Lily*/Rose*/Lily*/Lily and Rose*/Fresh
Red Fruit*/Ripe Red Fruit and Rose*/Ripe
18 Yellow Fruit and Lily* / Nuts and Lily*/ 1%
Nuts, Honey and Cinnamon/Raisin and
Jasmine*/ Soursop* /Soursop and Lily/
Jackfruit and Floral/Mint and Nuts/Custard
Apple (Cherimoya)* /Mango and Spices /
Malt, Nuts and Rose

Total trees
92/123

Total Fruit flavors: 15
39 Aromas/spices: 8

* = profile confirmed on occasions outside the current survey
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survey. Out of the 64 profiles, 25 (39%) are made up
by only one flavor or one aroma trait. The remaining
39 profiles (60%) are based on combinations of two
or more sensory traits. Thirty-three (52%) contain
exclusively fruit flavor and/or flower or spice aroma
combinations. Six profiles (9%) are made up of three
flavor and/or aroma combinations. Five of the 15 bean
flavors are also present among the 17 identified pulp
flavors (Table 4) resulting in a total of 28 Chuncho
pulp and bean flavors. Five out of the eight bean
aromas or spices are also part of the eight identified
pulp aromas or spices (Table 4), resulting in a total of
12 identified Chuncho pulp and bean aromas or spices.
Therefore, the total number of sensory traits
identified so far in Chuncho is 28+12=40. Out of
the 40 traits 29 (73%) are mimicking those of known
fruit, flower and spice species. Chuncho mimics not
only flavors of fruit species but also of varieties
within species, such as observed for the four
mimicked banana varieties (Tables 4 and 5). It also
mimics flavors of related species within the citrus
genus (citrus, mandarin and tangelo) all combined with
the aroma of the citrus flower aroma (jasmine) (Tables
4 and 5).
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The nine and two occurrences of nutty and raisin
traits, respectively, were only found in the bean
samples (Tables 4 and 5). On the other hand, the
soursop flavor trait occurred 19 times (21%) in the
assessment of pulp traits (Table 4) but only twice (5%)
in the bean assessments. Furthermore, the malt trait
was not found in the pulp survey while it was identified
12 times in the bean assessments.

Out of the 64 unique sensory profiles 39 (61 %)
were identified in only one tree each. However, 22 of
the existing single-tree profiles have been confirmed
outside the survey to exist in at least one more tree
(Tables 4 and 5). Therefore, only 18 profiles (28%)
have so far been identified in only one tree.

Basic and fruit flavors and aromas in 64 bean
samples

Scores on 0-5 point scales for bitterness, acidity,
astringency, fruity flavor and aroma traits as well as
for overall preference of 20 out of 64 most preferred
bean samples, with average scores of 3 and above,
are shown in Table 6. These represent 20 of the 39
unique bean sensory profiles identified (Table 5).

Table 6. Examples of 20 unique sensory profiles of 2-4 days fermented Chuncho cocoa beans evaluated on a 0 to 5 point scale in

2015 by a panel of three judges

Bitterness  Acidity Astringency  Fruity Floral Flavor type Aroma type Preference
3 0 1 4 5 Mandarin Jasmine 5
2 4 1 4 0 Citrus - 4
2 3 1 4 4 Cranberry Rose 5
2 1 2 0 4 - Rose 5
2 2 1 2 2 Peach Rose 4
3 2 3 3 2 Peach/Raisin Rose 3
0 1 1 4 2 Mint Jasmine 5
2 1 0 3 0 Mint/Nutty - 4
2 2 1 4 0 Nuts - 5
2 1 2 4 0 Peach - 5
1 1 1 3 0 Peach/Nuts - 5
1 1 1 3 0 Peach, Banana and Jackfruit - 4
2 2 3 5 0 Cherimoya - 5
2 0 2 0 3 - Lily 4
2 2 1 0 5 - Lily/Rose 5
2 1 1 3 2 Ripe Yellow Fruit Lily 4
0 0 1 2 2 Malt Lily 3
3 2 4 4 0 FreshRed Fruit - 3
3 1 3 3 2 Raisin Jasmine 3
0 2 2 3 4 Nuts Lily 4
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Despite the low level of fermentation, scores were
equal or below 2, on a five point scale, in 80% of the
samples for astringency and bitterness (excluding
mandarin profiles) and in 89% for acidity, showing the
very mild basic flavors in raw Chuncho beans. Overall
preference scores of 4 or 5 were given to 60% of the
64 bean samples, showing the appreciation of the panel
for the perceived sensory traits.

Bean flavor vs basic flavor associations

Statistical analyses were carried out on average
intensities of acidity, bitterness and astringency for
sensory profiles that contain specific fruit flavor traits
in the 64 most preferred bean samples among the 126
evaluated samples. Three significant associations were
identified between flavor and basic flavor scores.
Firstly, the 13 bean samples with mandarin/jasmine
flavored pulp also produced significantly (P=0.003)
more bitter beans (score 2.9) than that of the 49 other
bean samples (score 2.0). Secondly, the eight bean
samples with citrus/jasmine flavor showed significantly
higher (P=0.01) than average acidity scores (2.3) than
that of the control samples (1.3). Thirdly, the average
astringency score (3.3) for three red fruit flavored
samples was significantly higher (P=0.007) than that
for the control samples (1.3).

Discussion
Progress of cocoa pulp science

The ignition of pulp sensory trait studies came from
the hypothesis launched in 2007 that pulp and chocolate
sensory traits are correlated. Further proof came from
the finding that during cocoa fermentations with foreign
sensory substances transfer of such substances takes
place from the fermentation mass into the cocoa beans
and into chocolates. Cocoa pulp studies advanced
between 2007 and 2012 by the identification in five
locations of six hitherto unknown cocoa sensory traits:
banana, mango, soursop, mandarin, grape and rose
(Table 3). This finding was completely enigmatic until
we learned that these traits are part of the genetic
sensory trait diversity of Chuncho, hence of T. cacao.
The first scientific pulp sensory study involved nine
cocoa genotypes in Peru in 2008 (Table 2). Another
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scientific study concerning cocoa pulp VOCs was
published in 2012 (Kadow et al., 2013). Results of both
studies were in agreement with the descriptions
(Tables 1 and 2) of pulp and chocolate sensory traits
in three contrasting clones: EET62, SCA6 and CNNS51.
Cocoa pulp research is now expanding with the
discovery of 64 unique pulp and bean sensory profiles
in the Chuncho variety. The most responsible actors
for this finding are the traditional Chuncho cocoa
producers that use pulp of selected trees to make juices,
a habit which is unknown to occur elsewhere. The
large genetic sensory diversity found in pulps and
beans from these trees suggests that Chuncho
farmers select efficiently for diverse and attractive
pulp sensory traits. This confirms twice the hypothesis
on the existence of a large genetic flavor and aroma
diversity in the Chuncho variety.

Cocoa pulp vs bean and chocolate sensory trait
expression

Empirical evidence on pulp and chocolate sensory
trait correlations for four fine-flavor cocoa varieties is
shown in Table 1. However, it also shows modifications
for grape and jasmine traits becoming brown fruit and
floral traits, respectively, which however are still
considered as fine-flavor traits in chocolates (Table
1). We found that 30 (79%) out of the 40 Chuncho
sensory traits show high true-to-type expression of pulp
flavors and aromas in the raw beans (Tables 4 and 5).
However, we also detected modifications of pulp
sensory traits in the fermented beans (Tables 5 and 7)
of a few genotypes. The soursop flavor becomes a
malt flavor in raw Chuncho beans if fermented too
long (Table 5) while fresh grape, apple and banana
pulp flavors were modified, respectively, into brown
fruit/raisin, dry apple and dry banana in the raw beans
(Table 7). The grape vs raisin modification resembles
that of the SCAG grape flavor modification (Table 1)
in chocolates. Fresh banana flavor was expressed in
chocolates as cooked banana/banana jam. These
observations suggest that most of the fresh fruit flavors
and aromas can be expressed in chocolates be it often
with modifications related to processing conditions that
will need to be adapted to each genotype in order to
obtain a maximum expression of the interesting pulp
flavors and aromas in the chocolates.
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Table 7. Observed modifications in expression of five Chuncho
fresh pulp flavors and two aroma traits in raw beans and in
chocolates

Pulp Raw Bean Chocolate
Soursop Malt* ?
Grape Raisin Raisin/Brown Fruit
Green apple Dried apple ?
Mandarin Mandarin Citrus peel
Jasmine Jasmine Floral
Rose Rose Floral
Banana Dry banana Ripe Cooking Banana/
Banana Jam

*Only if fermented too long.

Significance of cocoa pulp sensory evaluations

The seven sensory traits evaluated with 9 clones in
our 2008 study (Table 2, Figure 1) are considered to
provide the basis of what can be evaluated statistically
to identify a fine-flavor cocoa genotype. The most
important positive traits are considered the preference
of the pulp followed by aroma, flavor and sweetness.
The most negative traits are acidity, astringency and
fresh bean bitterness/astringency. For Chuncho we have
however mainly concentrated on the qualitative aroma
and flavor identifications because the variation for the
quantitative quality traits is rather limited: mild basic
flavors, sweet/low acid pulp and non-bitter fresh beans.

The well-known fine-flavor cocoa clones (EET62
and ICS1) had preferred quantitative pulp sensory traits
in relation to the least preferred low-flavor CCN51
clone. The pulp sensory traits were correlated with
the known chocolate sensory traits of these clones
(Tables 1, 2 and 3). Kadow et al. (2013) showed high
VOC concentrations in pulp of EET62 and SCA6
(Tables 1 and 2) while the low flavor clone CCN51
did not display any expressive VOCs in the pulp. EET62
and SCAG6 displayed two different groups of VOCs in
the pulp. This is in agreement with the different fine-
flavor sensory profiles in the pulp of EET62 and SCA6.
Kadow et al. (2013) concluded that the assessments
of pulp sensory traits are in full agreement with the
chemical results.

The significance of our qualitative sensory trait
survey does mainly depend on the capacity of the
panelists to identify flavors and aromas correctly, which
would follow the logics of identifying common odors
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(e.g. Cain, 1979) that are part of food sensory traits
(PubMed, 2012). Cain (1979) and Desor and
Beauchamp (1974) found that trained panelists
correctly identified 79% and 98%, respectively, of
familiar whole odors. Correct recognition of sensory
identities is also reflected in the repeatability. So far
we obtained 100% repeatability for 20 bean samples
in 2015 as compared to the same samples in 2017.
The above results suggest that the level of correct
identifications obtained by the observations carried out
in our surveys is likely to be high.

Chunchos’ vs other cocoa varieties’ sensory traits

Fine-flavor cocoa varieties Traditional fine-flavor
cocoa varieties present six flavor or aroma traits (Table
1) that are very similar to six of the 40 Chuncho pulp
and bean sensory traits (Tables 1, 4 and 5). This
indicates that 34 of the Chuncho sensory traits are
completely new with regard to the traditional fine-flavor
varieties. However, two trees identified in old Trinitario
plantations in Trinidad expressed banana and soursop
pulp flavors (Table 3). This suggests that more
Chuncho-like flavors and/or aromas might be found
within Trinitario and possibly also within other fine-
flavor cocoa varieties.

Other cocoa varieties Between 2007 and 2017
twelve different fruit flavors and aromas that are part
of the Chuncho trait diversity were detected in pulp of
widely different varieties and locations (Table 3).
These observations confirm that Chuncho-like flavors
and aromas can also be found in different places inside
and outside Peru and in different 7. cacao varieties.
It is likely that with systematic single-tree pulp
assessments many of the known Chuncho flavors and
aromas, and possibly others, will be detected in varieties
that are not currently recognized for their fine flavor.
An example is the jasmine trait identified in 2017 in
the Brazilian Amelonado variety (Table 3) hitherto
considered as a typical bulk cocoa variety.

Chuncho vs T. cacao sensory trait specificity
When adding the sensory traits in the traditional
fine-flavor cocoa varieties (Table 1) to the traits found

in other varieties outside La Convenci n (Table 3)
we arrive at a total of 14 different sensory traits
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detected so far outside La Convenci n that are all
included in the 40 Chuncho sensory traits panoply
(Tables 2 and 3). This suggests that all sensory traits
identified should be considered as 7. cacao traits rather
than as individual cocoa variety traits. It seems likely
that many more Chuncho-like sensory traits can be
found in other cocoa varieties that might increase the
market value of such cocoa varieties. However,
Chuncho has the great advantage of presenting very
mild basic flavor traits (Table 6). This reduces the need
for harsh post-harvest and processing procedures
required for most cocoa varieties worldwide to reduce
acidity, bitterness and astringency but that at the same
time reduce flavor and aroma intensities.

Chuncho vs other fleshy fruit genetic sensory
trait diversity

The Chuncho mimicking of 21 flavors and six
aromas from known fleshy fruit species seems to be
unique when compared to reported variations in sensory
trait mimicking in other fleshy fruit species. For
example, among 52 descriptors used to analyze
diversity of 16 apple varieties (Ulrich et al., 2009),
reportedly being the species displaying the “greatest”
sensory diversity among commercial fruit species
(Baietto and Wilson, 2015), only two refer to other
species (pears and almonds). Furthermore, the
descriptor lists used for sensory evaluation of nine
mango varieties (Vasquez-Caicedo, 2002) only
contained non-specific flavors and aromas such as
“sweet” or “acid” and ‘“sweet, sour, juiciness and
mango impact”, respectively, something that is
commonly found also for other fruit species. Presence
of great diversity for fruity flavors and flower aromas
in “primary wine aromas” is well-documented (e.g.
Marais, 1983; Ulrich and Fischer, 2007). However,
these are mainly generated by specific combinations
of varietal precursors during the fermentation process.
Diversity for pre-existing grape varietal aromas, which
can be compared to fresh cocoa pulp flavors and
aromas, is apparently restricted to a few exceptional
grape varieties like Muscat and Shiraz. Grape juices
from different grape varieties reportedly show little
sensory variation (Ulrich and Fischer, 2007). These
comparisons seem to exalt the Chuncho sensory
capacity to mimic flavors and aromas from 29 known
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fruit and flower or spice species apparently with high
precision. Chemical studies will probably be needed to
analyze how perfect the mimicked traits of cocoa are.

Chuncho trait associations vs evolutionary
forces

Three surprising Chuncho trait associations were
identified as follows.

1. Citrus x jasmine combinations. Out of the 11
Chuncho profiles that present jasmine aromas (Tables
4 and 5), all three of the citrus fruit profiles (citrus,
mandarin and tangelo) show the same association
with the citrus flower aroma (jasmine). The chance
that this is due to pure random events would be 0.001
(11/64x11/64x11/64).

2. Mandarin flavor vs pulp and bean bitterness.
The sensory evaluations revealed a significant
association between mandarin flavor with increased
pulp and bean bitterness. Carlos Rodriguez discovered
the location of a bitterness production site in the
endocarp tissue of the basal part of pods with
mandarin-flavored pulp. This bitterness site does not
exist in pods of other Chuncho genotypes. It shows
that increased bitterness of the mandarin-flavored
beans cannot be an artifact of tasting. Could it be
that frugivore animals prefer bittersweet rather than
just sweet mandarin pulp?

3. Soursop cocoa flavor vs soursop pulp
texture. Another intriguing Chuncho sensory trait
association is that of soursop flavor and soursop
pulp appearance observed in all Chuncho trees with
soursop flavor. This was also the case with five
trees with soursop flavored pulps discovered in
Ecuador, in Piura (Peru) and in Brazil (Table 3)
showing great stability of this association. It might
be inferred that this association has been selected
by simultaneous frugivore preferences for flavor
and appearance, both part of “taste” (Schwab et al.,
2008), of one of their sympatric occurring preferred
fruits (soursop).

The above associations exalt the very specific and
directive selection pressures that cocoa must have
experienced during evolution and domestication.



Fine-flavor traits unveiled in cacao native chuncho variety 169

Frugivore and human pulp preferences vs
Chuncho

flavor and aroma diversification

T. cacao depended exclusively on frugivores that
effectively disseminated its seeds during evolution. Five
legitimate frugivore animal families or genus are
associated with 7. cacao in La Convencidn as observed
by Carlos Rodriguez. The large sensory diversity of
Chuncho suggests that evolutionary conditions must
have been favorable for intensive and specialized
frugivore x T. cacao interactions in La Convencion.

Besides animal associations, the Matsigenkas have
been directly associated with Chuncho cocoa even
before the Inca Empire (Johnson and Johnson, 1996)
and reportedly always consumed cocoa as fresh fruit
pulp (Missioneros Dominicos, 2009) and as slightly
roasted beans something that is currently still the case.

Color, smell and texture are reportedly the most
important traits of fruit species to attract frugivores
(e.g. Dominy et al., 2001; Rodriguez et al., 2013 and
Van Roosmalen, 2008). The role of sensory compounds
that accumulate inside ripening fleshy fruits in the
interactions with legitimate vertebrate dispersers is still
badly understood (Rodriguez et al., 2013). It has been
suggested that once a frugivore identifies the pulp of a
fruit as sweet and nutritious, that would be enough to
ensure pulp eating and seed dissemination (e.g. Van
Roosmalen, 2008). Chuncho pulp flavor traits are
present in 53 (83%) out of the 64 analyzed sensory
profiles while 36 pulp aroma traits (56%) were
identified in the same 64 profiles. Thirty-three sensory
profiles (52%) are made up of specific combinations
of one flavor trait (taste) with one aroma or spice trait,
which is unlikely to be just a result of chance. It is
therefore inferred that ripening T. cacao fruits firstly
offer an aroma to attract frugivores from a certain
distance and then a flavorful pulp to stimulate
consumption and effective seed dispersal. However,
it is also possible that during domestication the
Matsigenkas as well as nowadays the Chuncho
growers may have selected trees more for their pulp
flavors than for odors.

Chuncho pulps and beans mimic sensory traits
associated with four fruit species that are sympatric
with 7. cacao in South American tropical forests: three
Annonaceae species (soursop, annona and custard

apple) and the inga species (Tables 4 and 5).
Frugivores of 7. cacao are equally associated with
the Annonaceae and inga species (Van Roosmalen,
2008). It is understandable that these frugivores
prefer, and therefore select, T\ cacao fruit pulp that
mimics sensory traits from familiar fruits to which they
are also associated as frugivores.

An apparently more difficult question to explain is
why 7. cacao mimics as many as 16 flavors and aromas
from allopatric fruit and flower or spice species. The
T. cacao frugivores might have imposed extremely high
evolutionary selection pressures on T. cacao for it to
be able to metabolize cocktails of compounds that
mimic the unique sensory identity of the allopatric fleshy
fruit and flower species listed in Tables 4 and 5.

Genetic determination of Chuncho sensory
profiles

The hundred Chuncho trees evaluated in the pulp
sensory trait survey showed to belong to the Chuncho
molecular genetic diversity cloud (Zhang, 2014) with
very little duplication of genotypes. Trees with similar
flavor and/or aroma traits were generally different
molecular genotypes, suggesting that similar sensory
phenotypes can be found in different Chuncho
genotypes. However, this aspect deserves to be studied
in more detail.

The intensity of the Chuncho lily aroma varied largely
in our raw beans’ evaluations (scores of 1 to 4) as
well as in pulps of different trees in the field. This
suggests quantitative expression and polygenic
inheritance of this trait.

Several Chuncho hybrid trees, identified as such
by molecular markers (Zhang, 2014), have shown high
expression of Chuncho pulp sensory traits. The same
is known from breeding trials including hybrids of SCA6
and EET62 with unrelated cocoa genotypes. The above
is suggestive of dominant gene action of 7. cacao pulp
sensory profiles.

The multi-trait Chuncho sensory profiles represent
60% of the 64 Chuncho sensory profiles. Chuncho
multitrait sensory profiles that were found in more than
one tree (Tables 4, 5 and 6) are mainly expressed as
stable qualitative traits with rather similar intensities
among trees and locations. One example is the
mandarin/jasmine sensory profile that always displays
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strong mandarin fruit flavor and medium to strong
jasmine odor combined with higher than average bean
bitterness. The soursop flavor occurring alone or with
other traits is always associated with a translucent pulp
(see also above). Other stable multi-trait sensory
profiles are soursop/jasmine, citrus/jasmine, mint/floral,
cranberry/rose, mint/jasmine, nuts/rose and peach/nuts/
rose. These stable multiple trait associations, including
in hybrid genotypes, are suggestive of pleiotropic
dominant gene action such as Gregor Mendel identified
in pea trait number “three” (Mendel, 1866) responsible
for simultaneous expression of “brown seed coat”,
“violet flowers” and “axial spots”. The molecular age
proved that single genes can produce multiple products
with pervasive effects on the phenotype (Stearns,
2010), including for mutants affecting ripening (Kovacs
et al., 2009). T. cacao may have benefitted from
pleiotropy as an evolutionary favorable mechanism
associating several attractive traits for frugivores
simultaneously. Genetic correlations between flavor
and aroma traits may have exemplified 7. cacao
pleiotropy (Stearns, 2010). Such is contrasting with
the commonly found quantitative and polygenic
expression of sensory traits in other fleshy fruit
species (e.g. Klee, 2010).

The possible common dominant pleiotropic
inheritance of flavors and aromas in sensory profiles
of T. cacao would facilitate largely the selection and
breeding for specific qualitative sensory traits in cocoa.
The above inferences on the genetic determination of
flavors and aromas in cocoa would merit confirmation
by carrying out more formal genetic studies.

Unique Chuncho sensory profiles vs the fine-
flavor cocoa market

The commercial value of a fine-flavor cocoa variety
is dependent on the full spectrum of flavor and aroma
traits including basic flavor traits. Chuncho has the
advantage of combining a multitude of very interesting
sensory traits with favorable basic flavor traits (Table
6). While commercial fine cocoas usually have a
narrow sensory profile, Chuncho offers a remarkable
choice of 64 interesting flavor and/or aroma
combinations. Thirty-three (52%) of the 64 unique
sensory profiles are made up by fruity flavor x floral
or spice aroma combinations. Six profiles (9%) are
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made up of a combination of three flavors and/or
aromas. The 25 Chuncho profiles with just one sensory
trait mimic 16 known flavors and aromas: cranberry,
basil, dried apple, peach, rose, jasmine, lily, inga, mango,
three banana varieties, soursop, grape, annona and
custard apple. Fifteen of these traits are attractive
already just because they are completely new to the
current fine-flavor cocoa market. Complex Chuncho
sensory profiles might be even be more attractive
commercially as seems to be the case for the multiple
sensory traits found in TSH varieties selected in
Trinidad. A few examples of apparently interesting
complex Chuncho sensory profiles (Tables 4 and 5)
are: mandarin/jasmine, soursop/jasmine, rose/vanilla,
mint/jasmine, citrus/jasmine, tangelo/jasmine,
cranberry/rose, nuts/raisin, peach/nuts, peach/rose,
lily/rose, mint/nuts/lily, ripe plum/raisin/rose and nuts/
honey /cinnamon. The expected commercial use of
such unique varieties should lead to a significantly
refined diversification and enlargement of the fine-
flavor cocoa market. We propose here that multiple-
trait sensory profiles are baptized as “extra-fine” cocoa
sensory profiles.

Potential for Chuncho fresh juice and roasted
whole bean consumption markets

Matsigenkas and Chuncho growers consume
selected cocoa pulps and juices as well as slightly
roasted whole beans. These two ways of consumption
may potentially become two new segments in the fine
cocoa market. The fresh juices produced from selected
Chuncho trees would be as diverse as the 64 unique
sensory profiles, eg soursop”, cranberry”, mango/
rose”, peach/jasmine and tangelo/jasmine”. Our
sensory trait assessments have convinced us that eating
the Chuncho dry raw bean from selected genotypes is
a superior tasting experience. The flavors and aromas
are fully expressed in raw Chuncho beans while several
Chuncho sensory traits are modified or become weaker
in chocolates (Table 7). Basic flavors of Chuncho beans
are very mild (Table 6) favoring direct consumption of
slightly roasted de-hulled beans or nibs. Such a new
market might favor cocoa producers who would
possibly receive a higher percentage of the final selling
price of the cocoa beans that do need only minimal
processing and no transformation of the Chuncho
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cocoa beans. Last but not least, consumption of de-
hulled slightly roasted cocoa beans is expected to bring
along health benefits through higher polyphenol
concentrations than in chocolates combined with high
tasting pleasure benefits.

Cocoa’s sensory identity and evolutionary
survival

Any fruit or flower species has built up its own
sensory identity over millions of years during evolution
and domestication (Barry, 2009). This sensory identity
is very precious to the fruit and flower species as it
serves as the main recognition factor for frugivores
and human beings to be efficient seed dispersers, thus
guaranteeing survival during evolution and
domestication. Each of such sensory identities is based
on a very delicate quantitative and qualitative balance
among large numbers of VOCs (Barry, 2009; El Hadi
etal., 2013; Klee, 2010). With Chuncho possibly being
the “mother” of all T cacao flavor and aroma traits
we might consider the possibility that it is also the
“mother” of the cocoa sensory identity. With our
findings that Chuncho mimicks sensory traits of 29 fruit,
flower and spice species one might wonder if T. cacao
has at all built up its own specific sensory identity. We
hypothesize that in the absence of a specific 7. cacao
pulp sensory identity, Chuncho and possibly other cocoa
varieties may have developed a large number of
mimicked flavors and aromas to attract specialized
frugivores.

Identification, selection, breeding and
multiplication of fine-flavor genotypes in Chuncho
and in other varieties

As shown by our results, selection for fine-flavor
cocoa genotypes can be done rapidly and efficiently
by pulp evaluation for fine-flavor sensory traits. We
expect that besides Chuncho, pulp flavor and aroma
selection can be successful also in other cultivated and
native cocoa populations or in landraces in Peru and
elsewhere. Populations that are genetically narrowly
related to Chuncho eg from Madre de Dios and Beni
deserve extra attention. Farmer associations and
research institutes could promote large scale
competitions for farmers to identify trees, within any

diverse cocoa variety, with the most delicious pulp
combined with non-bitter beans that should thereafter
be characterized for flavor and aroma identity and
intensity, following the logics of our approach in
Chuncho. Once trees with favorable pulp and bean
traits have been identified and which have also
interesting yield components then the next step is
multiplication and/or breeding. Firstly, individually
selected trees need to be multiplied as clones for
conservation purposes. Secondly, if the selected tree
has also interesting yield components and is self-
compatible it could be used directly for commercial
mono-clonal multiplication.

Breeding should aim at high yield, resistance and
fine-flavor quality. An interesting option is the creation
of hybrid varieties by crossing Chuncho selections with
parental genotypes (e.g. PA121 and PA169, that are
available in La Convenci n and elsewhere) that are
known to produce high yielding and resistant hybrids
and which neutral pulp does not interfere with the fine-
flavor Chuncho quality expected to dominate in the
hybrids.

Thirdly, the establishment of small-scale commercial
plantations can be achieved by using open-pollinated
seed from selected Chuncho trees which, even if self-
incompatible, as expected from the pleiotropic dominant
gene action should reproduce largely the sensory traits
of the parental trees. Such seed progenies could be
selected within 3-5 years for flavor/aroma traits and
for yield components. The then selected trees should
provide enough budwood to ensure establishment of
larger commercial polyclonal plantations with uniform
sensory traits. Finally, the definite answer to the need
of rapid commercial multiplication of Chuncho trees
with high quality and average or high yield potential is
probably best provided by large-scale somatic
embryogenesis.
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In the present technological context, the identification of substances that contribute to the quality of dry cacao
(Theobroma cacao L.) beans is as important as the agricultural practices and processing of cacao beans for food
safety and marketing. The objective of this study was investigating the influence of cropping sites, represented by
different soils (Argisols, Cambisols and Latosols) and cropping systems (cacao cabruca agroforestry system,
cacao tree shaded with erythrina tree, agroforestry system of cacao tree with rubber tree) on biochemical attributes
of dry cacao beans of PH-16 clone, in the humid zone of cacao growing region of Bahia, Brazil. The average contents
of dry cacao bean attributes total acidity, simple carbohydrates (sucrose, fructose and glucose), theobromine and
epicatechin have varied according to the different cropping sites. For these attributes, the cropping site that
correspond to typic Dystrophic Red-Yellow Latosol in the agroforestry system of cacao tree with rubber tree (400
trees ha') showed the best quality characteristics in dry cacao beans. In contrast, the cropping site that correspond
to the abrupt Dystrophic Red- Yellow Argisol in the cacao cabruca agroforestry system (60 shade trees ha') showed
the worst performance relative to these same cacao beans quality indicators.

Key words: Theobroma cacao L., cacao quality, total acidity, simple carbohydrates, theobromine, epicatechin.

Impacto de solos e sistemas de cultivo sobre atributos bioquimicos de

améndoas secas de cacau. No contexto tecnoldgico atual, a identificacio de substancias que contribuem
para a qualidade das améndoas secas de cacau (Theobroma cacao L.) é tdo importante quanto as préticas agricolas
e o processamento do cacau para a seguranca e comercializacdo dos alimentos. O objetivo deste estudo foi
investigar a influéncia dos locais de cultivo representados por diferentes solos (Argissolos, Cambissolos e
Latossolos) e sistemas de cultivo (sistema agroflorestal cacau cabruca, cacau sombreado com eritrina, sistema
agroflorestal cacaueiro com seringueira) sobre os atributos bioquimicos das améndoas secas do clone PH-16, na
zona imida da regido de cultivo de cacau da Bahia, Brasil. Nas améndoas secas de cacau, os teores médios dos
atributos acidez total, carboidratos simples (sacarose, frutose e glicose), teobromina e epicatequina variaram
de acordo com os diferentes locais de cultivo. Para estes atributos, o local de cultivo que corresponde ao
Latossolo Vermelho-Amarelo Distréfico tipico no sistema agroflorestal cacaueiro com seringueira (400 drvores
ha') mostrou as melhores caracteristicas de qualidade nas améndoas secas de cacau. Em contraste, o local de
cultivo que corresponde ao Argissolo Vermelho-Amarelo Distréfico abrupto no sistema agroflorestal da cabruca
(60 arvores de sombra ha''), apresentou o pior desempenho em relagio a esses mesmos indicadores de qualidade
de améndoas de cacau.

Palavras-chave: Theobroma cacao L., qualidade do cacau, acidez total, carboidratos simples, teobromina,
epicatequina.
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Introduction

Cacao (Theobroma cacao L.) is an important
commodity cultivated over 10 million ha of land area
in the tropical countries with world production over 4
million tones, of which about 6 million people
worldwide depend directly on its cultivation to sustain
their livelihood (FAO, 2003, 2017). The current
prospects for the supply of chocolate makers
industries and other industrial sectors benefited by
seeds (beans), coming from various countries in
different continents, suggest that the relationship
between supply and demand tends to become
increasingly fierce (FAO, 2003, 2017; ICCO, 2012;
WCEF, 2014). Besides increased production by raising
productivity and price appreciation, the world’s cacao
is facing the challenge of quality of primary production
and cacao by-products (EFSA, 2012a, 2012b, EU,
2006, 2014; ICCO, 2010; WCEF, 2014).

In this context, in addition to all agricultural practices
and the processing of cacao beans (ICCO, 2008), the
need arises to identify internal substances that
contribute to the quality of cacao. Many biochemical
attributes are linked to the quality of cacao beans, such
as pH and total acidity, acetic and lactic acids, sucrose,
fructose, glucose, lipids, proteins, amino acids,
theobromine and caffeine, catechin, epicatechin and
the total phenols (Loureiro et al., 2016). Because of
their importance, these attributes were included in the
development methodology of cacao quality index
(Araujo et al., 2014; Loureiro, 2014).

The pH during fermentation is crucial as it determines
the rate of enzyme activities that are responsible for the
production of flavour precursor as well as the
development of the characteristic brown color of cacao
beans (Afoakwa, 2014). Most of these enzymes are
reported to have pH optimum between 4.5 and 5.5 (Biehl
et al., 1989). In a study, cacao beans fermented with
pH between 5.0 and 5.5 (Biehl et al., 1985) produced
higher flavour potentials, whereas cacao beans
fermented beans with pH 4.0 to 4.5 produced lower
flavour potential (Biehl and Voigt, 1994).

The desired range of total acidity of fermented and
dried bean by the chocolate industry is between 12-15
mEq NaOH 100 g' (Lopez and Passos, 1984).
However, from the results obtained by Bonvehi and
Coll (1997) could infer that optimally fermented cacao
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bean samples should have a maximum total fixed acidity
of 39 mEqNaOH 100 g, and a non-volatile fixed acidity
of 35 mEq NaOH 100 g'. In different cropping systems,
the reported range of average total acidity contents of
fermented cacao beans was between 8.3 to 19.8 mEq
NaOH 100 g (Jinap and Dimick, 1990). Holm et al.
(1993) also reported that the total acidity average
contents ranged from 8 to 29 mEq NaOH 100 g'in
cacao beans from different geographic regions.

The contents of most organic acids found in cacao
beans are result of fermentation process (Holm et al.,
1993; Jinap and Dimick, 1990). Aprotosoaie et al.
(2016) explained that during fermentation the
concentration of organic acids increases as a result of
sugar metabolism. According this review, acetic acid
with sour and vinegar-like aroma is considered the
highest odor-active compound in fermented and
unroasted beans. Besides acetic acid, other short-chain
carboxylic acids (isobutyric, isovaleric, and propionic)
predominate in fermented cacao beans. They produce
off-odor notes (rancid, butter, and hammy) and they
are eliminated during the roasting and conching stages
(Aprotosoaie et al., 2016). Rodriguez-Campos et al.
(2012) also explained that a prolonged fermentation
(over 6 days) increases the level of organic acids and
their off-flavour notes. Jinap and Dimick (1990)
reported that the average acetic acid contents ranged
from 4.19 to 8.09 mg g in cacao beans from different
geographic regions. Another study also reported that
the acetic acid average contents ranged from 1.3 to
11.8 mg g in cacao beans from different cropping
regions (Holm et al., 1993). Despite their important
role in the enzymatic processes (Schwan and Wheals,
2004), excess of acetic acid may impair important
characteristics of chocolate flavour and aroma (Armijos
Paredes, 2002; Schwan and Wheals, 2004).

Lactic acid has been claimed to be partly responsible
for acidity of the cacao beans (Passos et al., 1984).
Jinap and Dimick (1990) reported that the average
lactic acid contents ranged from 2.1 to 5.0 mg g in
cacao beans from different geographic regions.
Another study also reported that the average lactic
acid contents ranged from 0.6 to 11.1 mg g' in cacao
beans (Holm et al., 1993). The excess of lactic acid
amounts in cacao beans also reduces the quality of
products and by-products of cacao beans, being
undesirable for the chocolate industry (Armijos
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Paredes, 2002; Schwan and Wheals, 2004). Bonvehi
and Coll (1997) showed that optimally fermented cacao
samples should have a lactic acid content of 0.5 g 100
g' Smgg?.

The hydrolysis of the sucrose present in the
mucilage of beans in the fermentation process, or
enzymatic breakdown results in reducing carbohydrates
such as fructose and glucose, which are found in the
dry beans (Reineccius et al., 1972; Voigt and Biehl,
1995). Due to loss of selective permeability of cell
membranes of fermented beans, carbohydrates migrate
to the center of the beans (Reineccius et al., 1972; Voigt
and Biehl, 1995). The simple carbohydrates sucrose,
glucose and fructose are important to detect the quality
and purity of the cacao nibs’ by-products, such as cacao
powder, and the deficiency of reducing carbohydrates
(fructose and glucose) is a limiting factor for the
development of the ideal flavour for chocolate during
roasting (Pisaturo and Bisagno, 1981; Rohan and
Stewart, 1966). The post-harvest fermentation process
is a major factor affecting the sugars in cacao beans
(Reineccius et al., 1972). Recent information on the
simple carbohydrate contents in dry cacao beans are
scarce. Reineccius et al. (1972) reported that the total
free sugars in cacao beans from different cropping
regions ranged between 8.58 to 18.56 mg g'. However,
it was explained that the range of values found in this
study was due to the different conditions of data
collection, fermentation and drying process (Reineccius
etal., 1972). The study by Brito et al. (2000) confirms
the hypothesis of changes in the contents of simple
carbohydrates from cacao beans during the fermentation,
drying and roasting.

Sucrose disappears almost completely during cacao
beans fermentation (Knapp, 1937). From the relative
percentage of each single carbohydrate in total content
of free sugars reported by Reineccius et al. (1972) it
was possible to estimate a range of sucrose content in
cacao beans from 0.54 mg g' (supposed ideal
condition) to 9.94 mg g! (supposed not ideal condition).
Brito et al. (2000) reported for Forastero cacao beans
from Brazil a sucrose content of 1.84 mg g in crude
beans, 1.46 mg g in fermented beans (72 hours), 0.82
mg g in dry beans and 0.42 mg g in roasted beans.
The value of 1.12 mg g of sucrose average content
was reported in Common cacao beans from Bahia,
Brazil (Loureiro, 2012).

For fructose contents in dry cacao beans it was
possible to estimate a range from 3.6 mg g"' (supposed
ideal condition) to 4.9 mg g (supposed not ideal
condition) (Reineccius et al., 1972). Brito et al. (2000)
reported for Forastero cacao beans from Brazil a
fructose average content of 1.88 mg g! in crude beans,
2.59 mg g in fermented beans (72 hours), 1.27 mg g'!
in dry beans and 0.50 mg g in roasted beans. Average
fructose content of 5.94 mg g!' has been reported for
cacao beans of Common cacao from Bahia, Brazil
(Loureiro, 2012).

A range of glucose contents it was estimate from
0.43 mg g (supposed ideal condition) to 3.4 mg g’
(supposed not ideal condition) (Reineccius et al., 1972).
Brito et al. (2000) reported for Forastero cacao beans
from Brazil an average glucose content of 0.89 mg g!
in crude beans, 0.90 mg g in fermented beans (72
hours), 0.28 mg g in dry beans and 0.27 mg g in
roasted beans. Average glucose content of 1.93 mg g!
has been reported for cacao beans of Common cacao
from Babhia, Brazil (Loureiro, 2012).

Despite the importance of the lipids content of dry
cacao beans, the composition of the different fatty
acids has been highlighted due to differences in texture
and promotes the melting point of chocolate (Wood,
2001). In addition, it is important to note that different
genetic material of cacao trees exhibit different values
in the lipids content of their beans (Loureiro et al.,
2016). It must be observed the significance of lipids
for obtaining cacao butter and also superior quality
chocolate (Timms and Stewart, 1999; Wood, 2001).

Proteins and amino acids are important for the
quality of chocolate, especially because the proteolysis
that occurs in processing steps, among other chemical
reactions, are important to the flavour profile and
chocolate aroma (Brito et al., 2000; Jinap et al., 2010;
Possignolo, 2010; Rohsius et al., 2006; Yusep et al., 2002).

The total content of proteins in the cacao beans
are reported in the range from 150 to 200 g kg™ (Biehl et
al., 1977). Brito et al. (2000) reported for Forastero cacao
beans average total proteins content of 220 g kg™ in crude
beans, 157 g kg in fermented beans (72 hours), 118 g
kg!in dry beans and 138 g kg™ in roasted beans.

Rohsius et al. (2006) reported that the total free
amino acid contents of 110 cacao beans samples varied
between 5.0 and 25.2 mg g' fat free dry matter (ffdm),
with a mean value of 13.0 mg g' ffdm. Further they

Agrotrépica 30(3) 2018



178 Araujo et al.

also reported the total free amino acid content of 14.5
mg g in cacao beans from Brazil (Rohsius et al.,
2006). Brito et al. (2000) reported by Forastero cacao
beans form Brazil of average total free amino acids
content of 25.7 mg g in crude beans, 32.6 mg g in
fermented beans (72 hours), 35.3 mg g in dry beans
and 24.1 mg g"' in roasted beans. Jinap et al. (2010)
reported that the total free amino acids in samples of
under-fermented cacao beans treated with
carboxypeptidase B were observed at a range from
46.55 to 61.19 mg g, whereas those treated with
carboxypeptidase Y contained 30.76 to 42.59 mg g
Yusep et al. (2002) reported that the total free amino
acids in samples of under-fermented cacao beans treated
with carboxypeptidase B were observed at a range from
52.72 to 76.51 mg g, whereas those treated with
carboxypeptidase Y contained 34.82 to 86.04 mg g
Without carboxypeptidase, the total free amino acids in
cacao beans were ranged at 34.38 to 50.42 mg g (Yusep
et al., 2002). Free amino acids, oligopeptides, and
reducing sugars are cacao aroma precursors formed
during the fermentation process (Rohsius et al., 2006).
Based on reported studies, the amount and composition
of free amino acids changes during fermentation process
(Jinap et al., 2010; Rohsius et al., 2006; Yusep et al.,
2002). Unfermented cacao beans contain low amounts
of total free amino acids with high percentages of acidic
amino acids (Rohsius et al., 20006).

In the report for Schwan and Fleet (2015), the
theobromine content in cacao beans ranged between 8
to 21 mg g*'. In another study, the average theobromine
contents in cacao beans ranged from 17.72 to 25.28 mg
g in cacao liquor, 16.23 to 26.64 mg g in dry cacao
beans and 16.63 t0 29.38 mg g™ in cacao powder (Ramli
etal.,2001). The average theobromine content found in
this study (Table 5) is very similar to the value found in
Malaysian cacao bens (Ramli et al., 2001). Theobromine
is a typical alkaloid of the cacao beans, and it is also
important for the biochemical and sensory profile of
chocolate (Araujo et al., 2014; Loureiro et al., 2016).
However, because it is a substance stimulating the
central nervous system, studies suggest limits for daily
consumption (Araujo et al., 2014; Araujo et al., 2013;
EFSA, 2008; Pimentel, 2007).

Ramli et al. (2001) reported that the caffeine
average contents ranged from 3.13 to 4.12 mg g in
cacao liquor, 2.52 to 4.98 mg g in dry cacao beans
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and 3.27 to 6.58 mg g in cacao powder. These reported
values for cacao beans (Ramli et al., 2001) are also
lower than those found in this study (Table 5). Caffeine
is also a purine alkaloid widely studied in the context
of human health (Araujo et al., 2014; Araujo et al.,
2013; Medeiros and Lannes, 2009), so it is an important
attribute to the cacao quality (Loureiro et al., 2016).

In the literature, averages catechin content varied
between 0.82 and 3.91 mg g in dry cacao beans (Cruz
et al., 2015; Loureiro et al., 2016; Ramli et al., 2001).
The (-)-catechin average contents were reported ranged
from 2.81 to4.16 mg g in cacao liquor, 2.25 t0 3.91 mg
¢! in dry cacao beans and 1.74 to 7.53 mg g in cacao
powder (Ramli et al., 2001). A study related that found
(-)-epicatechin and (+)-catechin in unfermented, dried,
unroasted cacao beans (Kofink et al., 2007). In contrast,
roasted cacao beans and cacao products additionally
contained the atypical flavan-3-ol (-)-catechin, another
stereoisomer (Kofink et al., 2007). These are generally
formed during the manufacturing process by an
epimerization which converts (-)-epicatechin to its
epimer (-)-catechin (Kofink et al., 2007).

The monomer epicatechin is the main flavanol
cacao, representing approximately 35% of the total
content of phenolic compounds (Wollgast and Anklam,
2000). This value differs from the results of the current
study (Table 5) which was approximately 9% of total
phenols. The reports in literature shows that averages
of epicatechin content range from 2.15 to 16.52 mg g'!
in dry cacao beans (Loureiro et al., 2016; Ramli
et al., 2001). Ramli et al. (2001) reported that the
(-)-epicatechin average contents ranged from 1.41 to
3.65 mg g in cacao liquor, 3.49 to 5.27 mg g in dry
cacao beans and 0.48 to 7.78 mg g in cacao powder.

It has been reported earlier that total phenolic
content of 52.5 mg g was found in unfermented cacao
beans of PH-16 clone (Cruz et al., 2013). According
this report (Cruz et al., 2013), the PH-16 cultivar
decreased total phenols content during fermentation
to about 36.5%. The total phenols content of cacao
beans corresponds to approximately 10% (100 mg g™')
of dry matter, varying according to the geographical
location (Oliveira, 2005). The literature shows that
average of total phenols content varying between 30
and 215.5 mg g in dry cacao beans (Loureiro et al.,
2016). The polyphenols have bitter, astringent flavours
and their antioxidant properties help protect the seeds
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from damage and disease (Kim and Keeney, 1984;
Kyi et al., 2005). Ramli et al. (2001) reported that the
total polyphenols ranged from 45 to 52 mg g in cacao
liquor, 34.93 to 60.22 mg g in dry cacao beans, and
20.59 to 61.58 mg g in cacao powder. Brito et al.
(2000) reported that in Forastero cacao beans average
total phenols contents was 231 mg g in crude beans,
213 mg g in fermented beans (72 hours), 157 mg g'!
in dry beans and 131 mg g in roasted beans. After
the processing, the contents of total phenols in cacao
beans decay to 10-15% - 5%, values equal to or higher
than 10% that are considered signs of inadequate
fermentation (Wollgast and Anklam, 2000).

Cacao genetic materials tolerant to witch’s broom,
disease caused by the fungus Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, has been
propagated in Bahia, Brazil, as the main strategy to
control this disease (Lopes et al., 2011; Monteiro and
Ahnert, 2012; Pereira, 2001). Porto Hibrido 16 (PH-
16) is a clonal variety selected from a population of
crosses between cacao trees of the Forastero
(Amazon) and Trinitario groups (whose parents are

179

unknown), located at Porto Hibrido farm in Sao José
da Vitéria, Bahia, Brazil (Cruz et al., 2013). There is
shortage of detailed available information on
biochemical attributes of these new genetic materials
grown in the last 20 years. Studies on the quality of
cacao (Araujo et al., 2014; Loureiro, 2012, 2014) and
its agri-environment nuances are important tools for
the development of public policies aimed at recovery
of cacao plantations in Bahia.

The objective of this study was to investigate the
influence of cropping sites, represented by different
soils and cropping systems on biochemical attributes
of dry cacao beans of PH-16 clone.

Materials and Methods

Cropping sites and sampling

Twelve cropping sites were located in the humid
zone of the cacao growing region of Bahia, Brazil were
selected for this study (Table 1). The Thornthwaite
climatic classification was B4r A’, B3rA’, B2rA’, B2r
B’, Blr A’, Blr’ A’, Blw A’ (SEI, 1998). These

Table 1. Cropping sites cultivated with PH-16 cacao clone in the cacao growing region of Bahia, Brazil

Site Geographic City Acronym of Soil Soil Cropping Af’erage den
Coordinates the SiBCS! Classification Taxonomy Systems -Sity of shade
trees/ha

1 ég 1449’ 23?"“,5’ Nilo Pecanha  LAd cam ;aeﬁ(t’vivs‘il;fosol Dystrophic  p. bludox CxR? 150
2 ég 3401’ 18§st’ Gandd PVAd gelfli(fw féisstéfphic Red- Hapludult CxE?® 60
3 ;3: 2405,’223 ”VVS’ Piraf do Norte PVAd 2,2{11:)2: A]?g};:(t)iophic Red- Hapludult Cabruca* 60
4 ;SZ ;‘76,‘ 5027(;),,"3 Ttubera LAd E/a[;iocsoll)ystrophic Yellow Typic Hapludox CxR? 350
5 é; 1571,’52?.5 WS Ttuberd LVAd ;Yefl’ligw Eaﬁf)tsro‘iphic Red-  pvpic Hapludox  CxR? 400
6 ;3: 1351,’4;,4.‘”WS’ Uruguca PVAe cam %ﬁg\fiﬁ;fﬁtmphic Red- Hapludalf Cabruca* 50
7 ég: 1541,’42?';)\,5’ Itabuna CXd tCy;)HileiS]zlystrOphic Haplic Dystropept Cabruca* 35
8 ég: 0561,’ 4‘7‘,7."\)\,5’ Tlhéus LVAd arg %‘;fﬁf)‘;:iiiiﬁmphic Red- fapludox Cabruca* 70
9 ég: 2187,’42'4'1”WS, Arataca PAd lat }:;(;;)(l)ilc Dystrophic Yellow Hapludult Cabruca* 35
10 ég: 2263”02?'\7\75’ Camacan PVAd gelili(fw ADrzisstél()phic Red- Hapludult Cabruca* 35
11 ;S: 2253,’ 4185..6'1'"\87\; Camacan PVA ali tAyr;;iicSOlAlitic Red-Yellow Hapludult Cabruca* 35
12 SO Porto Seguro PVA coe ;l;ij‘{‘;}eﬁggei‘r’;gf“r"phic Hapludult CxR? 400

ISiBCS - Brazilian System of Soil Classification (Santos et al., 2013). *Intercropping with cacao (Theobroma cacao L.) and rubber tree
(Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr de Juss.) Muell. Arg.). *Cacao with shade of erythrina (Erythrina fusca Lour). “Cabruca is an ecological
agroforestry cropping system where cacao trees are grown under native trees of the Atlantic Forest of South of Bahia (Lobao et al., 2012).
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cropping sites have been planted with PH-16 cacao
clone under different cropping systems, with a range
of shade tree densities and across three soil class:
Argisols, Cambisols and Latosols. Soils were classified
in the Brazilian System of Soil Classification (SiBCS)
(Santos et al., 2013), and its corresponding classification
in Soil Taxonomy (Soil Survey Staff, 2006).

Cacao pod sampling occurred on November of
2008. This month was chosen because it is
representative of the second harvest period (August /
2008 to January / 2009). Each study site with
approximately one hectare was divided into three
collection areas, characterized by the same soil and
same cropping system. Each single composite sample
corresponds to 50 mature cacao pods from each of the
three sampling areas of a given site for the post-harvest
processing of fermentation and drying. The origin of
each sample of pods and beans corresponds to a properly
identified and classified soil in each study site.

Post-harvest Processing

In Styrofoam boxes (30 x 20 x 30 cm) with a capacity
of approximately 8 kg were used and cacao beans were
fermented with mucilage which corresponded to 50 cacao
pods. The fermentation process of cacao bens occurred
for 168 hours (7 days) with peak temperature of 51°C,
occurred on the 3rd day. During the fermentation process,
after 48 hours, for oxygenation beans were mixed on
daily basis. After being fermented, cacao beans were
continuously dried in forced ventilation oven with
temperatures ranging between 35 and 45°C for 192 hours
(8 days). After drying, the cacao beans contained
approximately 7% of moisture. The dry cacao beans were
manually peeled with tweezers for a complete separation
between the seed coat and endosperm, and only the
endosperm (cotyledons and embryo) were milled for
chemical analysis. In this study the term dry cacao beans
refer to the endosperm of dry cacao beans.

pH and Total Acidity

Dried and milled cacao endosperm were used to
determine hydrogenic potential (pH) and total acidity
by methods 970.21 and 942.15 of the Association of
Official Analysts Chemists (AOAC, 2005), respectively.

Organic acids and simple carbohydrates
Organic acids (acetic acid and lactic acid) and
simple carbohydrates (glucose, fructose, and sucrose)
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contents of dried and milled cacao endosperm were
determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) according to the method
described by Schwan and Souza (1986) slightly modified
by this study.

Lipids

Lipid content of dry cacao beans was determined
according to the method 963.15 of AOAC (2005)
slightly modified by this study.

Proteins

Samples of 0.2 g of dried and milled cacao
endosperm was used for determination of total nitrogen
and estimation of proteins. Protein content of dry
cacao beans was estimated from the total nitrogen,
according to the 31.1.08 method of micro-Kjeldahl
(AOAC, 2005) slightly modified by Brazilian
Agricultural Research Corporation (Embrapa) (Carmo
et al., 2000), based on hydrolysis and subsequent
distillation of the sample protein was calculated by
factor 6.25 x % total N.

Amino Acids

Free amino acid contents of dried and milled cacao
endosperm were analyzed according to the method
described by Kirchhoff et al. (1989) and Rohsius et al.
(2006).

Theobromine and Caffeine

Dried and milled cacao endosperm were used for
quantifying simultaneously theobromine and caffeine
by high performance liquid chromatography (HPLC)
according to the method described by Brunetto et al.
(2007).

Phenolic substances

The phenolic substances (-)-epicatechin and (+)-
catechin contents of dried and milled cacao endosperm
were determined with the procedure described by
Elwers et al. (2009).

Total phenols

The total phenols content of dried and milled cacao
endosperm was determined with the Folin-Ciocalteu
procedure described by Singleton and Rossi (1965) and
Elwers et al. (2009).
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Statistical Analysis

A completely randomized experimental design
was used, with 12 cropping sites characterized by
different soil types and cropping systems, with three
replicates at each site. The replicate measurements
were taken during identical but different experimental
runs, which were randomized. This multiple response
measurement was taken at the same combination of
factor settings (geographic coordinate, cropping
system and shade tree densities), and mainly
characterized by soil type. Statistical procedures used
in this study were performed in the R Core Team
program (2016). Package ‘stats’: Shapiro-Wilks
normality test, Bartlett homoscedasticity test (R
Development Core Team, 2016). Package ‘nortest’:
Kolmogorov-Smirnov normality test (Lilliefors
correction) (Gross and Ligges, 2015). Package
‘MASS’: Box-Cox transformation (Venables and
Ripley, 2002). Package ‘ExpDes’: Analysis of
Variance (ANOVA) and Scott-Knott test (Ferreira
et al., 2015). Package ‘Lattice’: Graphics (Sarkar,

2016). Package ‘bpca’: Biplot applied to Principal
Component Analysis (Faria et al., 2015).

Results and Discussion

The variables that correspond to the attributes of
acidity and organic in dry cacao beans of PH-16 clone
were subjected to verification of the normality
assumptions and homoscedasticity of ANOVA. The
attributes pH, lactic acid, total amino acids and caffeine
did not meet the normal criteria and homoscedasticity
of ANOVA, and therefore were transformed by
normalization by the average and standard deviation
(Joreskog et al., 2000).

Acidity attributes

Statistically significant differences in averages of
the total acidity content in dry cacao beans of PH-16
clone are associated with the cropping sites (Table 2).
For pH, and lactic acid and acetic acid contents, no
differences were observed (Table 2).

Table 2. Analysis of variance, Scott-Knott test and descriptive analysis of the acidity attributes in dry cacao beans of PH-16 clone

Total Acidity Acetic Acid Lactic Acid
Source DF¥ pH mEq NaOH 100 g mg g'!
Mean Square
Cropping Site' 11 0.04™ 10.27%%* 0.56™ 0.12m
Error 24 0.02 2.05 0.27 0.06
Total 35
CV (%) 2.4 9.8 25 23.3
Cropping Site! Average + Standard Deviation (n = 3)
01 LAd cam 6.0 +0.2 143 +15b 2.66 + 0.96 1.36 £ 0.18
02 PVAd 59 +£<0.1 13.5+18b 2.29 = 0.61 0.72 + 0.07
03 PVAd 59+ 0.1 154 +£05a 1.73 + 0.45 0.83 + 0.31
04 LAd 6.0 £ <0.1 129 £ 0.6 b 2.79 £ 0.22 0.63 + 0.07
05 LVAd 6.2 +0.2 124 £ 18 b 2.58 £ 0.40 0.98 + 0.14
06 PVAe cam 6.0 £ 0.1 17.0 £ 0.8 a 2.11 £ 0.26 0.97 + 0.10
07 CXd 6.1 £<0.1 172 £+ 24 a 2.14 £ 0.38 0.84 + 0.12
08 LVAd arg 59+ 0.1 177 + 1.3 a 2.60 = 0.41 0.81 + 0.05
09 PAd lat 6.3 +0.3 133+1.6b 2.10 £ 0.53 0.83 + 0.23
10 PVAd 59 +0.1 13.5+0.7 b 1.32 £ 0.39 0.72 + 0.24
11 PVA ali 6.0 + 0.1 130 +£19b 1.98 + 0.22 0.89 + 0.19
12 PVAd coe 59 £<0.1 142 £ 0.1 b 2.59 £ 0.83 1.13 = 0.62
Overall Average (n = 36)
Minimum 5.8 10.5 0.93 0.48
Average + SD 6.0 + 0.2 145 £ 2.1 2.24+ 0.6 0.89 + 0.28
Maximum 6.6 19.2 3.6 1.85

! Cropping site identified by soil type: 01 LAd cam - cambisolic Dystrophic Yellow Latosol; 02 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol; 03 PVAd - abrupt Dystrophic Red-Yellow Argisol; 04 LAd - typic Dystrophic Yellow Latosol; 05 LVAd - typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol; 06 PVAe cam - cambisolic Eutrophic Red-Yellow Argisol; 07 CXd - typic Dystrophic Haplic Cambisol; 08 LVAd arg -
argisolic Dystrophic Red-Yellow Latosol; 09 PAd lat - latosolic Dystrophic Yellow Argisol; 10 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow Argisol;

11 PVA ali - typic Alitic Red-Yellow Argisol; 12 PVAd coe - abrupt Cohesive Dystrophic Red-Yellow Argisol.

DF - Degrees of Freedom. CV

- Coefficient of Variation. SD - Standard Deviation. Significance levels by test F: (¥*) = 1% of error, (™) = not significant. In bold are
highlighted the average clusters positively correlated with cacao quality.
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In the current study the observed pH ranged from
5.8 to 6.6 (Table 2) which is higher than the pH range
of 5.0 to 5.5 required by the chocolate industry (Biehl
et al., 1985; Biehl and Voigt, 1994). These pH values
suggested by chocolate industry indicate that when the
processing of beans at such pH ranges tend to produce
good quality beans that tend to have a lower acidic
character, which is an important feature for obtaining
good quality chocolate (Amin et al., 2002; Amores and
Jiménez, 2007; Voigt and Biehl, 1995).

This study highlights the group of lower total
acidity averages generated by the Scott-Knott test
(Table 2), because these values are within the total
acidity contents standards required by the chocolate
industry (Lopez and Passos, 1984). The differences
between the total acidity contents demonstrate that this
biochemical indicator is also influenced by the
environment of the cropping site.

The overall average acetic acid content of
cacao beans of PH-16 clone (Table 2) observed in the

current study will not pose any problems in the
fermentation process adapted.

The averages lactic acid content found in the
current study (Table 2) are lower than this critical
recommended value (Bonvehi and Coll, 1997).

Simple carbohydrates

The Table 3 show statistically significant differences
between the averages of simple carbohydrates of dry
cacao beans of PH-16 clone.

This current study considers that the groups of
highest averages of simple carbohydrate sucrose,
fructose and glucose contents of cacao beans (Table
3) are more closely related to the best cacao quality.
Sucrose content varied from 0.99 to 2.23 mg g-1 with
an average value of 1.59 mg g-1. Average fructose
content of 6.11 mg g-1 in cacao beans of PH-16 (Table
3) was higher than the values reported in the previous
literature. Average glucose content of 2.98 mg g-1 in
cacao beans of PH-16 was observed in the current

Table 3. Analysis of Variance, Scott-Knott test and Descriptive Analysis of the simple carbohydrates in dry cacao beans of PH-16 clone

Sucrose Fructose Glucose
Source DF
mg g
Mean Square
Cropping Site' 11 0.48%%* 6.18%* 1.76%%*
Error 24 0.08 0.86 0.51
Total 35
CV (%) 17.4 15.2 24
Cropping Site! Average * Standard Deviation (n = 3)
01 LAd cam 1.88 + 0.40 a 5.62 + 1.27 a 2.18 £ 0.56 b
02 PVAd 1.54 £ 0.07 b 4.66 = 0.83 b 246 £ 048 b
03 PVAd 0.99 + 0.37 ¢ 2.85 +0.24 ¢ 1.46 = 1.00 b
04 LAd 1.54 £ 0.19 b 6.07 + 047 a 331 +£0.13 a
05 LVAd 223 +044 a 6.42 + 1.08 a 3.07 £ 0.22 a
06 PVAe cam 148 £0.23 b 7.19 + 1.01 a 2.96 + 0.17 a
07 CXd 2.13 + 040 a 7.76 + 1.12 a 3.56 + 0.72 a
08 LVAd arg 1.86 £ 0.11 a 8.11 £ 1.61 a 342 + 158 a
09 PAd lat 1.73 £ 0.30 a 5.12£0.75b 2.13£0.70 b
10 PVAd 1.03 £ 0.17 ¢ 6.37 + 0.69 a 3.96 + 0.71 a
11 PVA ali 1.55 £ 0.09 b 691 + 0.57 a 3.82 +0.28 a
12 PVAd coe 1.18 £ 0.19 ¢ 6.23 + 0.63 a 3.41 + 0.62 a
Overall Average (n = 36)

Minimum 0.76 2.59 0.85
Average + SD 1.59 £ 0.45 6.11 £ 1.59 2.98 + 0.95
Maximum 2.73 9.82 5.21

! Cropping site identified by soil type: 01 LAd cam - cambisolic Dystrophic Yellow Latosol; 02 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol; 03 PVAd - abrupt Dystrophic Red-Yellow Argisol; 04 LAd - typic Dystrophic Yellow Latosol; 05 LVAd - typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol; 06 PVAe cam - cambisolic Eutrophic Red-Yellow Argisol; 07 CXd - typic Dystrophic Haplic Cambisol; 08 LVAd arg -
argisolic Dystrophic Red-Yellow Latosol; 09 PAd lat - latosolic Dystrophic Yellow Argisol; 10 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow Argisol;
11 PVA ali - typic Alitic Red-Yellow Argisol; 12 PVAd coe - abrupt Cohesive Dystrophic Red-Yellow Argisol. DF - Degrees of Freedom. CV
- Coefficient of Variation. SD - Standard Deviation. Significance levels by test F: (**) = 1% of error. In bold are highlighted the average
clusters positively correlated with cacao quality.
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study (Table 3). The glucose content was
approximately 3 times lower than the sucrose content
reported by Brito et al. (2000), and 1.5 times higher
than the sucrose content reported by Loureiro (2012).

The ratio of sucrose: fructose: glucose was similar
in both genetic materials, corresponding to 1:4:2 in PH-
16 clone (Table 3), 1:5:2 in Common cacao (Forastero)
from Bahia (Loureiro, 2012), and 3:4.5:1 in Forastero
cacao from Sao Paulo, Brazil (Brito et al., 2000). The
sugar content in the cacao hybrid variety PH-16 was
higher compared to the common cacao Forastero group
(Loureiro, 2012). Lower sucrose values in cacao beans
(Table 3) indicate that the hydrolysis process was
satisfactorily, contributing to the rise in fructose and
glucose levels, which is an important aroma precursors
and chocolate flavour (Voigt and Biehl, 1995).

Figure 1 shows a statistically significant positive
correlation (r = 0.77) between glucose and fructose,
which agrees with the information described in the
literature on these important attributes associated with
chocolate flavour (Pisaturo and Bisagno, 1981;
Reineccius et al., 1972; Rohan and Stewart, 1966).

Structural substances

The attributes lipid, proteins and amino acids of dry
cacao beans of PH-16 clone did not showed significant
differences by F ANOVA test between averages
related to different cropping sites (Table 4).

r=0.77*

Glucose (mg g™)

4 6 8 10

Fructose (mgg™)

Figure 1. Correlation between glucose and fructose of dry
cacao beans of PH-16 clone grown in the cacao region of Bahia
(r =Pearson's linear correlation coefficient; **Significant at 1%
level; n = 36).

Although a significant difference between the
averages of lipids content in dry cacao beans of PH-
16 clone for the different cropping sites was not
detected, data in Table 4 shows the lipid average
content of 366.5 g kg ! is depicted, this value is
lower than that the content of 500 g kg! related to
the cacao quality (Avila and Dias, 1993; Beckett,
2008, 2009; Biehl et al., 1977; Romanczyk et al.,
1997). Another study with dry cacao beans of PH-
16 clone showed a lipids content of 457.5 g kg'!
(Cruz, 2012), this value is higher than that found in
the current study (Table 4).

Overall average of proteins content of 164.8 g kg-
1 of dry cacao beans was observed in the current study
(Table 4) is about 15% higher than the proteins content
of 137.5 gkg! observed in another study with the same
cacao clone (Cruz, 2012) and it is also higher than the
proteins content reported by Brito et al. (2000).

The overall average content of amino acids contents
in cacao beans of PH-16 clone corresponds to value
of 14 mg g'!, this value represents approximately 85%
of proteins content (Table 4). The total amino acids
content in Common cacao beans (Forastero) from
Babhia, Brazil, corresponds to a value 168.6 mg g!
(Lopes et al., 2003), this value is higher than that of
the amino acids content of cacao beans samples of
the PH-16 clone (Table 4). The overall average of
free amino acids content observed in this study (Table
4) was similar to the average reported for cacao
beans samples from Brazil (Rohsius et al., 2006), and
higher than the overall average of samples from
different countries (Rohsius et al., 2006). However,
free amino acids content found in the current study
was approximately 2 to 4 times lower than the
contents found in other studies (Brito et al., 2000;
Jinap et al., 2010; Yusep et al., 2002). Figure 2 shows
a statistically significant positive correlation (r=0.93)
between the attributes proteins and amino acids
content in dry cacao beans.

Purine Alkaloids and Phenolic substances

Statistically significant differences in averages of
the theobromine and epicatechin contents in dry cacao
beans of PH-16 clone are associated with the cropping
sites (Table 5). No significant differences were
observed in the caffeine, catechin and total phenols
contents (Table 5).
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Table 4. Summary of analysis of variance, Scott-Knott test and descriptive analysis of the structural substances in dry cacao beans of

PH-16 clone

Lipids Proteins Total Free Amino Acids

Source DF
gkg! gkg! mg g'!
Mean Square
Cropping Site' 11 707.01m 39.54n 4.87m
Error 24 878.0 36.71 5.57
Total 35
CV (%) 8.09 11.6 15.5
Cropping Site! Average + Standard Deviation (n = 3)
01 LAd cam 371.6 = 12.7 169.2 + 16.5 14.65 + 1.89
02 PVAd 362.5 £ 9.6 157.1 £ 21.6 12.87 + 3.42
03 PVAd 370.2 + 31.1 165.0 £ 23.3 14.48 + 3.41
04 LAd 359.5 + 50.4 155.1 £ 15.0 13.75 + 1.35
05 LVAd 3547 £ 9.7 163.0 £ 5.2 12.75 £ 1.0
06 PVAe cam 355.1 + 48.9 180.6 + 39.0 15.79 £ 4.10
07 CXd 411.1 £ 304 183.4 + 12.3 16.15 + 3.2
08 LVAd arg 358.6 = 30.5 182.1 = 15.0 15.44 £ 1.38
09 PAd lat 366.3 + 9.6 1509 + 5.1 12.99 + 0.79
10 PVAd 368.0 + 18.6 157.2 + 21.2 12.37 + 3.58
11 PVA ali 366.3 + 18.2 159.1 £ 19.9 13.50 + 2.02
12 PVAd coe 353.7 + 40.7 155.1 £ 10.4 13.28 £ 0.91
Overall Average (n = 36)

Minimum 307.7 133.3 8.5
Average + SD 366.5 + 28.7 164.8 £ 19.4 14.0 £ 2.31
Maximum 436.8 206.4 18.94

! Cropping site identified by soil type: 01 LAd cam - cambisolic Dystrophic Yellow Latosol; 02 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol; 03 PVAd - abrupt Dystrophic Red-Yellow Argisol; 04 LAd - typic Dystrophic Yellow Latosol; 05 LVAd - typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol; 06 PVAe cam - cambisolic Eutrophic Red-Yellow Argisol; 07 CXd - typic Dystrophic Haplic Cambisol; 08 LVAd arg -
argisolic Dystrophic Red-Yellow Latosol; 09 PAd lat - latosolic Dystrophic Yellow Argisol; 10 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow Argisol;
11 PVA ali - typic Alitic Red-Yellow Argisol; 12 PVAd coe - abrupt Cohesive Dystrophic Red-Yellow Argisol. DF - Degrees of Freedom. CV
- Coefficient of Variation. SD - Standard Deviation. Significance levels by test F: (™) = not significant.

r=0.93"

Proteins (g kg™)

T T
10 12 14 16 13

Amino Acids (mgg”)

Figure 2. Correlation between proteins and amino acids of
dry cacao beans of PH-16 clone grown in the cacao region of
Bahia (r = Pearson’s linear correlation coefficient; **Significant at
1% level; n = 36).

From previous reports theobromine content in cacao

beans ranged between 8 to 21 mg g' (Schwan and
Fleet, 2015), these values were lower than the value
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found in the current study (Table 5). Average
theobromine content of 29.6 mg g! in dry cacao beans
of PH-16 clone was recorded (Table 5) which is
approximately 5 times lower than the content of 5.53
mg g previously reported for the same cacao
genotype (Cruz et al., 2015). This cacao quality study
highlights the group of lower average contents of
theobromine (Table 5).

Average caffeine content of 5.93 mg g of dry
cacao beans of PH-16 (Table 5) was approximately
two times higher than the content of 3.02 mg g
reported in another study for the cacao beans of the
same cacao genotype (Cruz et al., 2015). The content
found in the current study (Table 5) is also higher than
the caffeine content ranges from 0.8 to 2.3 mg g
reported in other studies (Schwan and Fleet, 2015).

Average catechin content of 1.94 mg g' of dry
cacao beans in this study (Table 5) was approximately
two times higher than 0.82 mg g reported in another
study with the same cacao clone (Cruz et al., 2015).



Attributes for quality of dry cacao beans

185

Table 5. Summary of analysis of variance, Scott-Knott test and descriptive analysis of the purine alkaloids and phenolic substances in
dry cacao beans of PH-16 clone

Theobromine Caffeine Catechin Epicatechin Total Phenols

Source DF
mg g'!
Mean Square
CS! 11 10.71% 1.38m 1.58m 14.08* 159.6m
Error 24 3.63 0.84 0.78 5.98 95.1
Total 35
CV (%) 6.44 15.5 45.82 39.63 14.4
Cropping Site! Average + Standard Deviation (n = 3)
01 LAd cam 28.35 £ 1.00 b 5.95 £ 0.43 1.58 £ 0.74 512 £222 ¢ 62.20 + 10.08
02 PVAd 3143 £3.28 a 5.17 £ 0.30 2.12 £ 0.21 6.48 + 2.00 ¢ 70.94 + 9.48
03 PVAd 29.57 £ 125 a 5.13 £ 0.31 2.16 £ 1.10 574 £ 1.20 ¢ 67.29 + 1.32
04 Lad 29.98 £ 1.96 a 5.97 £ 0.47 0.86 + 0.21 4.30 + 0.81c 62.45 + 1.89
05 LVAd 27.84 £2.79 b 6.87 = 0.21 1.46 £ 0.76 5.1 £241 ¢ 65.43 + 10.37
06 PVAe cam 29.73 £ 1.20 a 7.05 + 2.32 3.69 + 1.87 11.58 + 4.92 a 78.06 + 14.19
07 CXd 30.96 £ 1.59 a 5.90 + 0.56 231 £ 1.13 771 £348 b 73.09 + 11.84
08 LVAd arg 26.45 + 1.72 b 6.20 = 1.27 2.39 £ 1.22 741 £333 b 71.44 £ 12.20
09 PAd lat 27.35 + 1.63 b 6.59 = 1.16 1.85 + 0.67 478 £ 1.86 ¢ 66.71 £ 10.19
10 PVAd 2938 + 141 a 5.31 £ 0.75 1.73 £ 0.23 4.24 £ 0.56 ¢ 52.04 + 9.09
11 PVA ali 31.01 £2.05a 6.01 £ 0.22 1.08 £ 0.23 398 + 1.68 ¢ 64.73 + 10.76
12 PVAd coe 33.10 £ 1.68 a 5.02 £ 0.48 2.04 £ 0.50 7.59 £ 095 b 77.99 + 6.39
Overall Average (n = 36)

Minimum 24.68 4.55 0.65 2.22 45.99
Average + SD 29.60 + 2.42 5.93 £ 1.01 1.94 £ 1.02 6.17 £ 2.92 67.70 + 10.74
Maximum 35.21 9.61 5.72 16.58 92.37

!Cropping site identified by soil type: 01 LAd cam - cambisolic Dystrophic Yellow Latosol; 02 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol; 03 PVAd - abrupt Dystrophic Red-Yellow Argisol; 04 LAd - typic Dystrophic Yellow Latosol; 05 LVAd - typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol; 06 PVAe cam - cambisolic Eutrophic Red-Yellow Argisol; 07 CXd - typic Dystrophic Haplic Cambisol; 08 LVAd arg -
argisolic Dystrophic Red-Yellow Latosol; 09 PAd lat - latosolic Dystrophic Yellow Argisol; 10 PVAd - typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol; 11 PVA ali - typic Alitic Red-Yellow Argisol; 12 PVAd coe - abrupt Cohesive Dystrophic Red-Yellow Argisol. DF - Degrees of
Freedom. CV - Coefficient of Variation. SD - Standard Deviation. Significance levels by test F: (¥) = 5% of error, (*) = not significant. In
bold are highlighted the average clusters positively correlated with cacao quality.

The cropping site 6 (cambisolic Eutrophic Red-
Yellow Argisol) (Table 5) stands out for its high
content epicatechin. The eutrophic character of the
soil of this cropping site may have been an important
factor for the increment of this phenolic substance.
Average epicatechin content of 6.17 mg g' was
observed in cacao beans in the current study (Table
5) which was approximately two times higher than
the value of 2.98 mg g' observed in the same
genotype (Cruz et al., 2015). Current cacao quality
study highlights the group of higher average content
of epicatechin (Table 5).

The overall average of total phenols content in dry
cacao beans of the PH-16 clone was 67.70 mg g
(Table 5The total phenols contents observed in the
current study with dry cacao beans of the PH-16 clone
was less than 100 mg g''; that is, good indication that
the adapted fermentation process was adequate.

Statistically significant positive correlations were
observed between catechin and epicatechin (r =0.91)
(Figure 3a), between catechin and total phenols (r =
0.68) (Figure 3b), and between epicatechin and total
phenol (r = 0.78) (Figure 3c).

Is worth emphasizing that the different genetic
cacao materials can have higher variations in the
contents of phenolic substances, therefore it is
important to determine the existence of differences
due to beans processing of different genotypes and
regions from where they are grown (Cedeio, 2008;
Cruz, 2012; Efraim et al., 2010; Kwik-Uribe, 2005;
Loureiro, 2012).

Figures 4 and 5 shows the Biplot graphics of
secondary metabolites of dry cacao beans. Table 6 list
the summary of PCA secondary metabolites of cacao
beans of PH-16 clone exploited by Biplot graphs
(Figures 4 and 5).
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Figure 3. Correlation between phenolic substances of dry beans of PH-16 clone grown in 12 cropping
sites in the cacao growing region of Bahia (r = Pearson’s linear correlation coefficient. Catechin correlated
with epicatechin (a). Catechin correlated with total phenols (b). Epicatechin correlated with phenols (c).

**Significant at 1% level; n = 36).

Biplot graphs represent the secondary metabolites
of dry cacao beans of PH-16 clone, which vary
according to the cropping sites identified by soils
(Figure 4a) and their classes (Figure 5a), the different
cropping systems (Figures 4b and 5b), the average
density of shade trees per hectare (Figure 4b) and
different geographic coordinates (Figure 4a and b).

Graphs a and b of Figure 4 have the same structure
between variables and objects because they are the
same Principal Component Analysis (PCA). The
objects were renamed for interpretation purposes
(Figure 4a and b). In this same way the objects of
graphs a and b of Figure 5 were also renamed.

The PCA represented in Biplot graphs a and b of
Figure 4 have eigenvalue higher than 1, and retains

Agrotrépica 30(3) 2018

86% of the total variance of the data for interpretation
based on the average cropping sites (Table 6). The
PCA represented by the graphs a and b of Figure 5
also have eigenvalue higher than 1, and retains about
81% of the total variance of the data for interpretation
based on the sample observations of the cropping
sites (Table 6).

The variables catechin (CAT), epicatechin (EPI)
and total phenols (PHE) were positively correlated
(Figures 4 and 5). Graphically, the site 6 (cambisolic
Eutrophic Red-Yellow Argisol) (Figure 4a) in cacao
cabruca system (Cab) with an average density of
50 shade trees (Figure 4b) is positively correlated
with these variables (CAT, EPI, PHE). According
to Table 5, the higher epicatechin content also
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Figure 4. Biplots the Principal Component Analysis. Factors indicate the relative weight of the variables on the axes. Secondary
metabolites of dry cacao beans of PH-16 clone: theobromine (THE), caffeine (CAF), catechin (CAT), epicatechin (EPI), total phenols
(PHE). Cropping sites identified by soils (Brazilian System of Soil Classification - SiBCS) (a): cambisolic Dystrophic Yellow Latosol
(1_LAd cam), typic Dystrophic Red-Yellow Argisol (2_PVAd), abrupt Dystrophic Red-Yellow Argisol (3_PVAd), typic Dystrophic
Yellow Latosol (4_LAd), typic Dystrophic Red-Yellow Latosol (5_LVAd), cambisolic Eutrophic Red-Yellow Argisol (6_PVAe cam),
typic Dystrophic Haplic Cambisol (7_CXd), argisolic Dystrophic Red-Yellow Latosol (8_LVAd arg), latosolic Dystrophic Yellow
Argisol (9_PAd lat), typic Dystrophic Red- Yellow Argisol (10_PVAd), typic Alitic Red-Yellow Argisol (11_PVA ali), abrupt Cohesive
Dystrophic Red-Yellow Argisol (12_PVAd coe). Sites identified by cropping systems (b). Numbered soils according to the longitudinal

direction North-South.
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Sample observations identified by soil classes a
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Figure 5. Biplots the Principal Component Analysis. Factors indicate the relative weight of the variables on the axes. Secondary
metabolites of dry cacao beans of PH-16 clone: theobromine (THE), caffeine (CAF), catechin (CAT), epicatechin (EPI), total phenols
(PHE). Sample observations identified by soil classes (Brazilian System of Soil Classification) (a). Sample observations identified by

cropping systems (b).
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Table 6. Summary of principal component analysis of secondary metabolites
of dry cacao beans of PH-16 clone grown in 12 cropping sites in the cacao

growing region of Bahia, Brazil
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the observations corresponding to almost
all samples of the cultivation sites

Averages of cropping sites
(12 soils and cropping

All sample
observations

represented by soil classes (Figure 5a) and
cropping systems (Figure 5b).

Summary systems with average (soil types and Theobromine (THE) and caffeine
density of shade trees) cropping systems) (CAF) showed an inverse correlation

PC1 PC2 PC1 PC2 (Figures 4 and 5). Graphically, no

THE - Theobromine 0.10 -0.72 0.22 -0.76 correlation was observed between
CAF - Caffeine 0.17 0.67 030 0.63 phenolic compounds and purine alkaloids
E}‘:‘IT -chnecm; gzg ggg 822 832 in cacao beans (Figures 4 and 5), and too
PHE- Tptc?t}e); ml 0'54 0.16 0'51 '0'11 weak correlations (not-significant) with

-10ta enois . -U. . -U. .

: the phenolic substances (CAT, EPI, PHE)
Elgeflvalue , >.44 4.21 10.10 6.33 (Figures 4 and 5). Site 12 (abrupt Cohesive
Retained Variance 0.54 0.32 0.58 0.23 hi d 1 Areisol) sh d

, Dystrophic Red-Yellow Argisol) showe
Accumulated Variance 0.54 0.86 0.58 0.81

PC - Principal Component.

corresponded to site 6. The sites 4 (typic Dystrophic
Yellow Latosol), 10 (typic Dystrophic Red-Yellow
Argisol) and 11 (typic Alitic Red-Yellow Argisol)
showed negative correlations with these same
variables (CAT, EPI, PHE) (Figure 4a). The eutrophic
character observed in the site 6 corresponding to the
availability of nutrients for plants, both in the natural
condition or the management of fertilization (Meurer,
2007; Oliveira, 2008). Good soil fertility conditions
can increase plant production, provided that all other
environmental and climatic factors are according to
the ecophysiological requirements of plants (Meurer,
2007; Taiz and Zeiger, 2013). The production of
secondary metabolites in plants are controlled by
genetic and environmental factors (Taiz and Zeiger,
2013), and thus physiologically healthy plants have
higher chances of survive if they produce substances
that could act as defense against predators (Heitefuss
and Williams, 1976). Phenolic substances are natural
compounds that act on the protection of plants against
diseases and pests (Strack, 1997; Taiz and Zeiger,
2013), so in seeds such as cacao beans, are found
high levels of these substances (Calderén, 2002;
Efraim et al., 2006; Kim and Keeney, 1984; Pereira-
Caro et al., 2013). The correlation between phenolic
substances with a eutrophic soil could be evidence
of the influence of soil mineral nutrients in the
production of these substances in cacao beans.
However, the majority of the observations of these
polyphenols contents proved uncorrelated or weak
correlations, as well as with negative correlations with

positive correlation with theobromine
(THE) (Figure 4a). The chemical and

physical conditions that affect soil fertility influence
on the different biochemical attributes in cacao beans
(Loureiro, 2012, 2014), and another study indicate
the differences between dry and rainy seasons
influence the levels of purine alkaloids in cacao beans
(Cedeiio, 2008). From such information, it is possible
that the different soil water levels (capacity of
available water) and other soil characteristics (soil
bulk density, clay content) of different cropping sites
influence the contents of purine alkaloids in cacao
beans. This same site was negatively correlated with
the caffeine variable indicating the possibility of
influence exerted by soil water conditions probably
less favorable to the plants.

The different geographical locations (Table 1),
implicit to the condition of identification of the cacao
samples and the cropping sites, influenced on the
content of purine alkaloids in cacao beans, as was be
observed in the group of sites of 1 (cambisolic
Dystrophic Yellow Latosol), 5 (typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol), 8 (argisolic Dystrophic Red- Yellow
Latosol) and 9 (latosolic Dystrophic Yellow Argisol)
from THE and CAF (Table 1 and 5; Figure 4a). The
sites 10 and 11 (Table 1 and 5; Figure 4a) are close to
each other and showed the influence of geographical
locations on the phenolic substances CAT, EPI, PHE
(Table 1 and 5; Figure 4a). The same influence of the
cropping site was observed in the distancing of sites 6,
7 (typic Dystrophic Haplic Cambisol) and 12 from CAT,
EPI, PHE (Table 1 and 5; Figure 4a) in relation to the
other dry cacao beans samples.
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Despite the low number of observations, a trend of
positive correlation of theobromine with the samples
corresponding to the class of argisols was observed,
and inversely correlated with latosols (Figure 5a). This
information needs to be confirmed in the future studies.
However, differences in soil clay content, used for soil
classification (Oliveira, 2008), directly affects the
edaphic water conditions (Ferreira, 2010), and it seems
to influence the theobromine content in the cacao beans
(Table 5, Figures 4a and 5a).

Not observed clusters that enable associate these
attributes with the cacao cropping systems (Figure
4b and 5b). However, although the level of detail of
this study was not sufficient to explain these
differences directly, or indirectly they indicate that
the secondary metabolites of dry cacao beans could
be also influenced by genotype x environment
(Figures 4 and 5) interaction as evidenced by the
univariate analysis (Table 5).

Conclusions

The average contents of total acidity, simple
carbohydrates (sucrose, fructose and glucose),
theobromine and epicatechin have varied according to
the different cropping sites, indicating that due to
discriminating power of these attributes they could be
used for determination of the cacao beans quality.

With the exception of epicatechin, all the other
attributes highlighted in the current study (total acidity,
sucrose, fructose, glucose and theobromine) showed
satisfactory contents for the cacao bean quality in the
cropping site corresponding to typic Dystrophic Red-
Yellow Latosol in the agroforestry system of cacao
tree with rubber tree (400 trees ha'). In turn, the
cropping site characterized by abrupt Dystrophic Red-
Yellow Argisol in the cacao cabruca agroforestry
system (60 trees ha') did not showed any satisfactory
content of these same cocoa beans quality indicators.
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EFEITOS DA VENTILAGAO NA POLINIZACAO DO CACAUEIRO
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Considerando a necessidade de elevar as produgdes de cacaueiros em dreas de plantios tecnificados e a
efetividade da polinizacdo ventilada no incremento da frutificag@o o trabalho avaliou os efeitos da intensidade de
frutificac@o do cacaueiro quando submetido a ventilacao forgada. O experimento foi instalado no més de maio de
2013, na Fazenda Alamo, municipio de Eundpolis, BA, num cacaual de seis anos de idade, espagcamento de 4,3 x 2,3
m, densidade de 930 plantas por ha, plantado em fila dupla com a variedade CCN -51. A ventilagdo foi propulsionada
usando pulverizador Jacto PJ 2000 tracionado por um trator Valmet. As varidveis independentes foram: horario da
ventilagdo, distancia entre a flor e o bocal de saida do ventilador, niimero de ramos por face da copa do cacaueiro
e a planta. Os tratamentos foram os respectivos horarios de ventilacdo classificados em: 1 - ventilagdo pela manha,
entre 7:00 as 9:00 horas; 2 - ventilagc@o pela tarde, entre as 14 as 18 horas; 3 - ventilacdo pela manha e tarde; e 4 -
testemunha - Plantas sem ventilacdo submetidas a polinizacdo natural. Observou-se que a intensidade de frutificag@o
das plantas ventiladas foi maior do que a frutificacdo gerada naturalmente pela mosca polinizadora Forcipomyia
spp. Os resultados mostraram que a polinizagdo ventilada incrementou a polinizacao fértil e a frutificacdo do
cacaueiro; que a ventilacdo vespertina incrementa a polinizacao fértil e a frutificacdo de forma significativamente
superior a ventilagao matutina; que a dupla ventilacéo aplicada nos periodos matutino e vespertino do mesmo dia,
produz menos polinizagdes férteis; que a ventilagdo, com velocidade superior a 80 km/hora, produz lesdes nos
frutos de cacau em desenvolvimento e que frutos lesionados por ventilagdo de alta velocidade desenvolvem
cicatrizes na casca, mas ndo sio abortados nem atacados por enfermidades.

Palavras-chave: anemofilia, Theobroma cacao L., polinizagdo, Forcipomyia.

Effects of ventilation in cocoa poIIination. Considering the need to increase cacao yields in
technically planted areas and the effectiveness of ventilated pollination in the increase of fruiting, the work evaluated
the effects of the fruiting intensity of the cacao tree when subjected to forced ventilation. The experiment was carried
out in May 2013 at the Alamo farm in Eundpolis, Bahia, Brazil, in a six-year-old plot with a spacing of 4.3 x 2.3 m, a
density of 930 plants per ha planted in double rows with the CCN -51 variety. Ventilation was propelled using a PJ 2000
spray jet powered by a Valmet tractor. The independent variables were: ventilation time, distance between the flower
and the ventilator exit nozzle, number of branches per face of the cacao tree and the plant. The treatments were the
respective ventilation schedules classified as: 1 - morning ventilation , between 7:00 and 9:00, 2 - ventilation in the
afternoon, between 14:00 and 16:00, 3 - ventilation in the morning and afternoon, and 4 - control - non - ventilation
plants subjected to natural pollination. It was observed that the fruiting intensity of the ventilated plants was higher
than the fruiting generated naturally, by the pollinating fly Forcipomyia spp. The results showed that the ventilated
pollination increased the fruitful pollination and the fruiting of the cacao tree; that evening ventilation increases fertile
pollination and fruiting significantly better than morning ventilation; that the double ventilation applied in the morning
and evening periods of the same day produces less fertile pollination; that ventilation with velocity greater than 80
km/h produces lesions in developing cocoa fruits and that lesions damaged by high velocity ventilation develop
scars on the bark but are not aborted nor attacked by diseases.

Key words: anemophily, Theobroma cacao L., pollination, Forcipomyia.
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Introducao

A formacao do fruto do cacaueiro € iniciada, ap6s
a polinizacdo da flor, se houver um nimero minimo de
oOvulos fertilizados. No cacaueiro, a intensidade de
frutificacdo ou carga de frutos adicionada a planta,
num periodo de tempo determinado, depende das
variaveis, frequéncia de 6vulos fertilizados apds a
poliniza¢ado, quantidade de p6len depositada no estigma
da flor (Pound, 1932a e b), tipo de polinizagdo quanto
a origem do pdlen (cruzada ou auto) e grau de
incompatibilidade gamética, auto ou inter, das
variedades que compde o cacaual (Pound, 1935a e b;
Cope 1958, 1962; Seavey & Bawa, 1986), quantidade
de almofadas florais e flores na planta, frequéncia de
flor polinizada, densidade populacional do polinizador,
eficiéncia polinizadora do agente polinizador
(Hernandez, 1965; Soria, 1970).

A fertilizagdo, no cacaueiro é, geneticamente,
determinada por um conjunto de cinco alelos, os quais
definem o grau de incompatibilidade gamética do
gendtipo e entre os gendtipos envolvidos no cruzamento
(Lundqvist, 1975; Seavey & Bawa, 1986). A
incompatibilidade gamética dos genotipos cacaueiros
tem vdrias categorias, a seguir. Autoincompatibilidade,
quando o pélen da planta de um gendtipo, mediante
autopolinizacao, ndo fertiliza sua prépria flor ou flores
das outras plantas do mesmo gendétipo.
Autocompatibilidade, quando o pélen de uma planta,
mediante a autopolinizacao fertiliza suas préprias flores
ou as flores de outras plantas do mesmo genétipo. Inter
compatibilidade, quando os pdlens dos gendétipos distintos
se fertilizam mutuamente. Inter incompatibilidade,
quando o pdlen de diferentes genétipos, através de
polinizagdo cruzada, ndo fertiliza as flores,
reciprocamente (Cope, 1958; Cope, 1962; Lundqvist,
1975; Nettancourt, 1997; Seavey & Bawa, 1986).

A frequéncia de polinizag¢do, também, depende da
morfologia floral do cacaueiro. Durante a abertura do
botdo floral, a flor forma uma estrutura anato-
morfolégica hercogamica (Ferri, 1983). A hercogamia
deprime a frequéncia de polinizagc@o, quer seja pela
presenca da concha da pétala, quer seja pela
heterostilia. A concha da pétala é uma expansao
membranosa globosa, origindria da pétala. Ela envolve
a antera e limita que agentes polinizadores como,
insetos, vento e 4gua atinjam a antera e, naturalmente,
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dispersem o pélen (Knoke et al., 1980), enquanto que
a heterostilia, diferenca de comprimento entre o estigma
e filamento do androceu, dispde a antera e o estigma
em planos distintos e, cria um afastamento, entre antera
e estigma, que também, diminui a probabilidade da
transferéncia da massa polinica pelos agentes
polinizadores naturais (Ferri, 1983; Sampayan, 1963).
H4 alta diversidade de insetos, potencialmente,
polinizadores, de tamanhos variados, que visitam as
flores do cacaueiro, em busca de pdlen, néctar e seiva,
e que, ativamente, acessam o interior da flor ou da
concha da pétala e, até, coletam o pdlen, mas, sdo
incapazes de transferir o pélen das anteras para o
estigma floral (Hernandez, 1965; Soria, 1970; Soria e
Wirth, 1974). A hercogamia e a heterostilia floral,
portanto, impedem a efetividade polinizadora dos
insetos visitadores da flor do cacaueiro e, limitam a
riqueza de espécies de artropodes polinizadores a um
pequenissimo numero de espécies (Hernandez, 1965;
Knoke et al., 1980; Soria, 1970; Soria e Wirth, 1974).
Considerando-se a identidade génica dos genétipos
envolvidos, ha dois tipos de polinizacdo: (i) cruzada,
caracterizada como transferéncia de pélen entre flores
de plantas de genétipos diferentes e (ii) autopolinizag@o,
caracterizada como a transferéncia de pdlen, da antera
para o estigma da mesma flor, entre flores da mesma
planta ou planta diferente do mesmo genétipo. Na
América do Sul, os insetos que, comprovadamente,
realizam as polinizagdes auto e cruzada, no cacaueiro,
sdo as moscas aladas das espécies, Forcipomyia
blantoni, na América do sul (Soria, 1970; Soria e Wirth,
1974) e Forcipomyia spatullifera, na América Central
e México (Hernandez, 1965). Baixas densidades
populacionais dessas mosquinhas limitam,
intensivamente, a polinizagao e frutificagdo no cacaual
(Hernandez, 1965; Soria, 1970; Soria e Wirth, 1974).
A efetividade polinizadora, de varios agentes fisicos
em cacaueiro, tem sido estudada, desde a década de
cinquenta. Alguns agentes se mostraram promissores,
outros nio. E o caso da dgua. Foi comprovado que a
dgua pulverizada sobre a flor de cacau autocompativel
nao gerou polinizagdo fértil. Ao contrdrio, foi constatado
que as goticulas de dgua aplicadas, com pulverizador
motorizado, sobre flores da variedade autocompativel
UF 667, reduziu a eficicia polinizadora do vento seco
(Knoke et al., 1980). Em relagdo a dgua, foi constatado
que, a quantidade de pdlen contida nas goticulas da
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dgua, menos de 10 grdos, naturalmente encontradas
na flor, ndo foi suficiente para gerar polinizacao fértil
(Smith, 1950).

O vento € o principal agente fisico de polinizagdo
natural, em vdrias espécies vegetais e a poliniza¢io
realizada pelo vento € denominada de anemofila (Bawa,
1990). Demonstrou-se que o vento artificial aplicado
com pulverizador costal motorizado sobre flores de
cacaueiro autocompativel, incrementou a poliniza¢ao
fértil. No cacau comum foi observado incremento de
até 200% em relagdo a polinizagdo entomdfila (Soria,
1974). Na variedade UF 667, autocompativel, foi
registrado aumento de 475% na frutificacdo, em relacao
a polinizacdo entoméfila (Knoke et al., 1980).

Nos dias de hoje, em fungdo do aumento dos custos
de produgdo, para garantir a viabilidade econdmica da
cacauicultura brasileira, €, absolutamente, necessario,
buscar o aumento da produtividade e a diminui¢ao dos
custos de producdo. Neste contexto, a polinizagio
artificial apresenta-se como fitotecnia promissora,
porque ela potencializa incrementar a frutificagdo num
pequeno espaco de tempo, concentrando a frutificagao
e a maturacdo. A concentracdo de frutos maduros,
permite reduzir o nimero de colheitas, o qual
representa 27% do custo de produgdo. Deste modo,
esta pesquisa visou aferir o impacto da acio de agentes
fisicos e bioldgicos sobre a autopolinizagdo e
frutificacdo de cacaueiro e inferir sobre o impacto da
velocidade do vento e da densidade floral na eficicia
polinizadora da ventilagdo artificial em cacaueiro
autocompativel.

Material e Métodos

Instalou-se o experimento, entre o més de marcgo e
outono de 2013, na Fazenda Alamo, no municipio de
Eundpolis, BA. O cacaual tinha seis anos de idade e
fora plantado em fila dupla. Os espagamentos eram
de 4,3 m entre filas duplas, de 2,3 m entre filas simples
e de 2,5 m entre plantas na fila. A densidade, por ha,
era de 930 cacaueiros CCN51 consorciados com 194
coqueiros ando verde (Cocos nucifera L.). O cacaual
estava fertiirigado por sistema de micro aspersao, com
lamina de irrigagdo de sete mm/m?dia. O solo continha
65% de saturag@o de bases e 80 mg dm™ de fésforo
disponivel pelo extrator Melhich 1.

A varidvel agente de polinizacao foi dividida em (i)
fisico e (ii) bioldgico. O agente fisico de poliniza¢ao
foi categorizado em trés niveis:

1 - ventilagdo pela manha, entre nove e dez horas,
com duas passagens de ventilagdes, no mesmo hordrio,
por dia.

2 - ventilacdo pela tarde, entre as 13 e 15 horas,
com duas passagens de ventilagdes, no mesmo hordrio,
por dia.

3 - ventilagdo pela manha e tarde, com quatro
passagens de ventilagdes por dia, sendo duas
ventilagdes pela manha e duas pela tarde.

O agente de poliniza¢do entomoéfilo e natural foi
categorizado num nivel dnico: mosca polinizadora
Forcipomyia spp. O periodo de ventilagio foi de vinte
dias ininterruptos.

A ventilacao foi gerada pelo conjunto pulverizador
Jacto PJ 2000 tracionado por trator Valmet (Figura 1).
A rotagdo da tomada de forga do trator foi de 2200
rpm e a velocidade do trator foi de 2,7 km/h. O
pulverizador possuia um sistema gerador-propulsor de
ventilacdo, composto por um ventilador, condutos
centrifugos, aletas direcionais e bocal de saida da
ventilacdo. A velocidade da ventilagdo foi estimada
com anemdmetro digital.

O pulverizador gerava e propulsionava o fluxo de
ventilagcdo, nas direcdes equivalentes a de um angulo
de 180°, formando um fluxo de ventilacao, em forma
de leque aberto (Figura 1). Ao trafegar entre duas
linhas de cacaueiros, o pulverizador propulsionava a
ventilagcdo, desde as bases dos troncos até as partes
mais distantes e altas das copas dos cacaueiros, das
duas linhas de plantas posicionadas uma de cada lado
do pulverizador. Assim, as flores presentes, nas partes

Figura 1 — Trator e pulverizador.
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mais altas da copa e nos ramos mais finos, também
eram ventiladas.

O experimento foi delineado aplicando a ventilagdo
sobre duas filas adjuntas de cacaueiros. As filas
ventiladas também foram polinizadas pela mosca
Forcipomyia spp. Cada fila media 400 metros e
continha, aproximadamente, 160 cacaueiros. As filas
ventiladas foram separadas por duas filas duplas e as
filas com polinizagdo da mosca Forcipomya spp. foi
locada isolada, das filas ventiladas, por uma distancia,
aproximada, de trinta metros.

O modelo matematico submetido a analise de
covariancia, idealizado, aferiu a efetividade dos agentes
de polinizacdo, ventilagdo artificial e Forcipomyia spp.
Sobre a polinizacao e frutificacdo, foi: quantidade de
bilro (y) = data da contagem (covaridvel) x agentes de
polinizacdo (ventilacdo com trés categéricas +
Forcipomyia spp.) X planta.

Com o pulverizador em operacgdo, a ventilagao,
no interior dos condutos do pulverizador, deslocava-
se comprimida, mas, fora dos condutos, apds
ultrapassar o bocal de saida, livre, ela sofria uma
descompressdo. Sob a agdo da resisténcia do ar, na
propor¢dao que se distanciava do pulverizador, a
ventilacdo diminuia de velocidade e perdia energia.
Assim, uma flor, préxima ao bocal de saida da
ventilacdo, era impactada com for¢a maior do que
uma flor situada mais longe do pulverizador. Por essa
razdo, foi hipotecado que, quanto maior a distancia
entre o ventilador do pulverizador e a flor, entao menor
seria a velocidade do vento e, em consequéncia,
menor seria a eficiéncia polinizadora da ventilacao.

Para testar esta hipétese, a varidvel velocidade da
ventilacdo foi substituida pela varidvel explicativa
“distancia entre bocal de saida da ventilagdo e copa
do cacaueiro”. Fez-se a substituicdo porque, a partir
do bocal de saida, a velocidade da ventilacdo
correlaciona-se, inversamente, com a distancia. Isto
é, fora do conduto do pulverizador, quanto maior a
distancia percorrida pelo vento, menor a velocidade
da massa de ar.

Foram estimadas duas distancias médias, entre o
bocal de saida do vento do pulverizador e as flores nos
ramos, das vdrias regides da copa do cacaueiro. As
duas distancias médias foram estimadas, tomando
como referéncias, o espacamento da entrelinhas onde
trafegava o pulverizador-trator e um plano vertical
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imagindrio passando pela linha de plantio ou troncos
dos cacaueiros. Considerando-se o plano vertical
imagindrio, a copa do cacaueiro ficava dividida em
duas faces ou regides. Uma face da copa, em frente
e perto do pulverizador e, outra face da copa situada,
mais longe, a partir do tronco da planta ou depois do
plano vertical imaginario, orientado na mesma direcao
da linha de plantio.

O espacamento entre as filas duplas erade 4,3 me
diametro do bocal circular de saida da ventilagdo era
de 1,3 m. Assim, para a face da copa situada em frente
e perto do pulverizador, a distancia entre o bocal de
saida da ventilacdo até o plano vertical imaginario,
passando pelo centro da planta, foi estimado variar
entre 0,0 a 1,5 m. Para a face da copa situada apds o
plano vertical e mais longe do pulverizador, a partir do
centro da planta, a distincia, entre o bocal de saida da
ventilacdo até o extremo oposto da copa, foi estimada
variar entre 1,5 até 3,0 m.

A distancia entre o bocal de saida do vento e as
flores na copa era varidvel porque, a partir do tronco
ou centro da planta, os ramos se projetavam,
radialmente, ou se afastando ou se aproximando do
bocal de saida da ventilagdo. Assim, para avaliar
distancia como varidvel explicativa categdrica, nas
avaliagdes, as polinizacdes e frutificacdes, observadas
nas duas regides ou faces da copa, foram contabilizadas
em separado. Na andlise de covariancia, a varidvel
distancia foi categorizada em perto e longe.

Os caracteres relacionados a florescéncia,
quantidade de almofada floral por ramo, dimensao
da almofada floral e quantidade de flor por almofada
floral sdo de natureza genética e especificas de cada
variedade. Elas definem a densidade floral potencial
da planta (Machado, 1979; Vogel et al., 1981;
Enriquez, 1985; Zuniga, 1985).

A densidade de almofada floral do cacaueiro,
submetida as forcas sazonais dos fatores do ambiente,
em presenca de recursos agroecoldgicos adequados para
aplanta e sob a a¢@o das principais intera¢des fisiologicas
e fenoldgicas, tais como, intensidade fotossintética,
frutificacdo e lancamento foliar, faz a florescéncia variar
ao longo das estacdes do ano e do tempo ecoldgico (Alvim
etal., 1972; Alvim et al., 1974; Alvim, 1993; Machado,
1979; Alvim, 1984; Vogel et al., 1981).

De fato, a flor é formada, principalmente, na
almofada floral presente no ramo plagiotrépico do
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cacaueiro adulto, mas o ramo ortotropico de idade,
também, forma almofada floral e flor. A almofada floral
emerge e desenvolve-se no ramo onde, originalmente,
havia um peciolo foliar. Ao longo do ano, ha sucessivos
lancamentos foliares anuais (Machado, 1979; Enriquez,
1985; Zuniga, 1985). Assim, os ramos finos e jovens,
com diametros menores que 1,5 centimetros e com
menos de 18 meses de idade, carregam pequenas e
jovens almofadas florais, em desenvolvimento e, por
isso, produzem menos flores, mas estas flores sdo
vidveis e, se polinizadas, produzem frutos.

Num cacaual, com o envelhecimento das plantas, o
incremento do didmetro do ramo aumenta a dimensao
da almofada floral e seu potencial floral. Na maioria
das variedades de cacau, as almofadas florais, maiores
e com alto potencial produtor de botdes florais e flores,
concentram-se no tronco e ramos mais velhos e mais
grossos (Machado, 1979; Zuniga, 1985). Portanto, a
quantidade de almofada floral estd relacionada,
proporcionalmente, a quantidade de ramos presente na
copa da arvore. Por esta razdo, neste experimento a
varidvel densidade de flores, metodologicamente, de
maior dificuldade de mensuracdo, foi substituida pela
varidvel quantidade de ramos/face de copa. Tomando
como referéncia, o plano imaginario vertical no centro
da planta, na mesma direcdo da linha de cacaueiro, os
ramos foram contados considerando-se as faces, perto
e longe, da copa dos cacaueiros.

Num cacaual monovarietal, mesmo quando em
pleno florescimento, as plantas apresentam intensidade
de florescimento muito variavel. Visando selecionar e

reduzir a diferenca de florescéncia entre as plantas
experimentais, empregou-se uma escala de florescéncia
de zero a dez, onde zero equivaleu a auséncia de
almofada ativa (sem flor) e dez equivaleu 100% das
almofadas em florescéncia (com flor). No experimento,
foram selecionadas e marcadas 25 plantas por nivel
categérico dos agentes de polinizacdo, com notas de
florescéncias variando entre cinco até oito, em média,
equivalendo a 200 flores abertas por dia.

Um dia antes do inicio da ventilagao, todas as flores
abertas e bilros de varios estdgios das plantas foram
removidas, mantendo-se somente os botdes florais.
Para quantificar a intensidade de polinizagao fértil, nas
avalia¢des foram contabilizadas as frutificagdes tipos
bilro-pétala (Figura 2), bilro-sépala (Figura 3) e bilro
liso (Figura 4) por face da copa.

Na fase bilro-pétala, o fruto exibia a regido do ovario
arredondada, estigma enegrecido, presenca de pétala
praticamente seca e, a fase durava até sete dias. Na
fase bilro-sépala, o fruto apresentava-se alongado, com
menos de um e meio centimetros de comprimento,
estigma seco e enegrecido, sépala floral entre viva
até, quase totalmente, seca e a fase durava até 11
dias. Na fase bilro-liso, o fruto apresentava-se com
formato alongado, sépala vestigial ou ausente,
comprimento variando de um até 12 cm. Foi
considerado bilro-liso o fruto em desenvolvimento até
a idade de 60 dias. Todas as frutificacdes emergidas
foram marcadas com alfinete, para acompanhar o
crescimento e avaliar o abortamento. Os bilros
abortados foram desconsiderados.

Figura 2 - bilro-pétala.

Figura 3 - bilro-sépala.

Figura 4 - bilros-lisos.
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O modelo matematico submetido a andlise de
variancia, idealizado para inferir sobre o impacto da
velocidade do vento e da densidade de flor sobre a
eficacia polinizadora da ventilagdo artificial sobre a
flor de cacaueiro autocompativel, foi: quantidade de
fruto (y) = data (dias apds inicio da ventilag@o) x planta
x distancia do pulverizador a copa (categérica com
dois niveis: perto (zero a 1,5) m e longe (1,5 até 3,0)
m) x quantidade de ramo/face da copa.

A andlise estatistica foi processada no programa R
(Venables et al., 2000). A critica das distribui¢des dos
erros dos dados foi desenvolvida conforme os
procedimentos preconizados para os Modelos Lineares
Generalizados (GLM) (Crawley, 2002).

A andlise dos dados foi composta de analises de
covariancia, ANCOVA (Crawley, 2002), e andlises de
variancias (Anovas). Nas Ancovas, a co-variavel foi
o numero de dias apds o inicio da ventilagdo. As
aditividades dos termos das varidveis explicativas,
objetivando a simplificacdo do modelo e a deteccao
das varidveis nao significativas e significativas foram
criticadas aplicando o teste F, a 1% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Verificou-se que o desenvolvimento do fruto ocorreu
nos primeiros dias, imediatamente, apds a ventilacao,
polinizacao e fertilizacdo. Apds a polinizagdo, os frutos
passaram pelos estadios de bilro-pétala (Figura 2), bilro-
sépala (Figura 3) e bilro-liso (Figura 4).

Nas avalia¢des, a visualizag@o dos bilros pequenos
foi dificultada, principalmente, dos bilros formados nos
ramos, no alto da copa, em meio a folhagem. Esses
bilros tornaram-se visualizdveis s6 apds atingirem
comprimento acima de 1,5 cm. Assim, a fracdo de
bilros gerados pelas ventilagdes realizadas no final do
periodo de ventilacao (20 dias), foi detectada depois
de decorridos 15 a 20 dias apds a
suspencdo da ventilagdo.

A partir do 14° dia, foi

frutos lesionados desenvolveram-se com cicatrizes na
casca, mas nao abortaram e nem houve enfermidades
sobre 0os mesmos.

A andlise estatistica dos impactos dos agentes de
polinizag¢do sobre a frutificagdo, confirmou que os
agentes de polinizacdo, ventilacdo e a mosca
Forcipomyia spp., impactaram e, significativamente,
modificaram a intensidade de polinizacao e frutificagao
(Tabela 1). A analise estatistica, também, demonstrou
que a varidvel "planta" impactou, significativamente, a
intensidade de polinizagdo e frutificagdo (Tabela 1),
conquanto, antes da aplicacdo da ventilagc@o, tenham
sido selecionadas plantas com florescéncias proximas.

O impacto dos agentes de polinizacdo, ventilagdo e
Forcipomyia spp., pode ser constatado através da
frutificacdo gerada, ao longo dos 69 dias de avalia¢ao
(Tabela 2). A ventilagdo matutina aumentou a
frutificacdo até o 26° dia de avaliacdo (seis dias apds
a suspencao da ventilagdo). A ventilacdo vespertina
incrementou a frutificagcdo até o 14° dia da avaliacdo e
decresceu a partir do 26° dia (Tabela 2).

A polinizacdo entomofila natural, realizada pela
mosca Forcipomyia spp. foi a que menos incrementou
apolinizagao e frutificacdo (Tabela 2). No periodo até
40 dias, os cacaueiros polinizados, naturalmente, pela
mosca Forcipomyia spp. geraram e acumularam a
média de 2,4 frutos/planta, e, aos 69 dias, s6 haviam
permitido vingar 0,6 frutos/planta (Tabela 2).

Esta baixa frequéncia de polinizagdo entoméfila
natural deve ser, preferencialmente, atribuida a uma
baixa densidade populacional de mosca polinizadora.
As condigdes de temperatura alta, frequentes no verao,
desfavorecem a multiplicagdo das larvas da
Forcipomyia, as quais se criam, somente, quando
consegue sobreviver sobre imida matéria orgénica
vegetal, em decomposi¢do primdria (Soria e Wirth,
1974; Besemer & Soria, 1978).

Tabela 1 - Anova da frutificacio do cacaueiro em resposta ao hordrio de ventilacéo,
polinizac@o da Forcipomyia spp. e planta

constatado Dbilros-lisos. de Causa de variacio g.l. Variancia Residual F Pr (> F)
comprimento entre 1,0 até 1,3 cm, Ventilagdo (manhi, tarde, manhd 3 16757 42,499  <22e-16%%%
com pequenas lesdes na casca. e tarde) Forcipomyia spp
Estas lesdes em bilros foram Planta 1 5973 45446  8,3BE-08%**
observadas nas avaliagc”)es do 26° Ventilacdo x planta 3 4628 11,736 0,0002784***
e 40° dias. Nas avaliacdes do 55° Residuo 292 38379

Total 299 65737

e 60° dias, confirmou-se que os
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Tabela 2 - Frutificac¢ao (bilro/planta) do cacaueiro em resposta ao hordrio de aplicacao
da ventilacdo e polinizacdo da Forcipomyia spp.
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tarde, pois de tarde, a umidade
relativa do ar é frequentemente

L gk Dias apés inicio da ventilagao Incremento mais baixa do que pela manhi,
polinizag¢io 10 14 26 40 55 69 % podendo a flor ser mais
ATEID €6 [iliss e gl desidratada. A menor turgidez

Vento Tarde 812 178 262 234 256 278 4527 hidrica do pedidnculo floral e
Vento Manha 5,64 18,3 11,0 15,4 13,0 8,08 1347 demais tecidos florais a tarde, pode
Vento Manha-Tarde | 4,56 8,80 824 7776 7,36 5,00 833 permitir maior vibragdo da flor e
Forcipomyia spp. | 1,84 2,60 2,28 2,40 2,28 0,60 - incrementar o deslocamento da

Em relacdo a polinizagdo natural, os turnos de
ventilagdo que mais incrementaram a polinizacio e
frutificacdo, em ordem decrescente, foram: ventilagao
vespertina (4527%), ventilacdo matutina (1347%) e a
dupla ventilacdo matutina e vespertina (833%) (Tabela
2).Isto é, a polinizagado da ventilag@o vespertina foi 3,4
vezes maior que a polinizacio gerada pela ventilagao
matutina e 5,4 vezes maior que a polinizagdo gerada
pela dupla ventilacao didria, matutina e vespertina.

A maior eficdcia polinizadora da ventilagdo
vespertina admite duas explicagdes, a seguir: estado
de maturacdo da antera e turgidez hidrica da flor no
momento da ventilacdo. Em geral, a abertura das flores
(antese) do cacaueiro € iniciada ao final da madrugada,
entre 04:00 e 05:00h, mas a maioria da florescéncia
ocorre entre 06:00 e 09:00h (Soria, 1974). Em
condicdes de campo, na variedade CCN51, verifica-
se que, antes da deiscéncia, a coloracdo da antera é
branco-leitosa, e, depois da deiscéncia, a antera adquire
a coloragdo pérola-amarelado.

Nas avaliacdes, foi observado, na variedade CCN51,
que a maioria das anteras, entre 06:00 e 09:00h
apresentava aspecto esbranquicado, ainda, indeiscente
e, depois das 11:00h, uma coloragdo, francamente
pérola-amarelada. No periodo vespertino, é possivel
que a maioria das flores ja tenha realizada a deiscéncia
das anteras, liberando a massa polinica. Desse modo,
a probabilidade de um choque mecanico, entre antera
e estigma, transferir a massa de pdlen da antera
para o estigma ¢ maior no periodo vespertino e
menor no matutino.

O estado de turgescéncia hidrica da flor e de seus
componentes anato-morfoldgicos, tais como pedinculo,
pétala, concha petaloide, antera e estigma pode ter
incrementado a polinizag¢do nas plantas ventiladas de
tarde. E possivel que pela manha, o estado de turgidez
hidrica da flor seja maior do que o estado hidrico da

concha da pétala. O deslocamento
da concha pode aumentar a frequéncia de anteras
expostas, incrementar a probabilidade da colisdo entre
antera e estigma e, finalmente, aumentar a frequéncia
de autopolinizagdo.

A intensidade de autopolinizacao e frutificacio da
dupla ventilagcdo didria, matutina e vespertina, foi menor
do que as polinizacdes e frutificacdes geradas pelas
ventilagdes didrias Unicas, matutina ou vespertina
(Tabela 2). Este resultado inesperado pode ser
atribuido a uma provavel remocdo, pela acdo da
ventilacdo vespertina, da massa polinica adicionada ao
estigma, e pela acdo da ventilagdo matutina. Esta
remocao pode ter ocorrido porque, a fertilizacdo, dos
gametas femininos pelos graos de pdlen (odsporos),
predominantemente, ocorre entre quatro a seis horas,
apods a deposi¢do do pdlen no estigma. Este hiato de
tempo € necessdrio, para que os tubos polinicos
germinem, se desenvolvam e alcancem os évulos no
ovario (Cheesman, 1927).

As ventilagdes matutinas foram realizadas entre 9
e 10 horas e as ventilacdes vespertinas entre 13 e 15
horas. Isto €, os intervalos didrios entre as ventilacdes
matutina e vespertina foram iguais ou menores que 5
horas. Este tempo pode ter sido insuficiente para
permitir que, a maioria dos pélens transferidos pelas
ventilagdes matinais, ja tivesse germinado no momento
da realizacdo das ventilagdes vespertinas. A despeito
das hipoteses explicativas, conclui-se que a dupla
ventilagdo didria deve ser rejeitada.

A andlise de variancia da varidvel quantidade de
ramo por face da copa do cacaueiro confirmou, de
modo significativo, que a quantidade de ramo presente
em cada face da planta foi determinante na quantidade
de flores polinizadas e da frutificacdo (Tabela 3). De
modo, também significativo, a andlise de variancia
confirmou que a varidvel planta impactou a intensidade
de polinizacdo e frutificacdo promovida pela ventilagcao
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(Tabela 3). Por dltimo, a analise de variancia confirmou
que, a interacdo das varidveis planta e quantidades de
ramo/face da copa € significativa e que modifica a
intensidade de polinizacdo e frutificacao (Tabela 3).
Estes resultados garantem que, quanto maior o nimero
de ramos na copa ou quanto mais ramos uma planta
possuir na sua estrutura, entdo maior serd a frequéncia
de flores polinizadas em resposta a uma dada
intensidade de ventilacdo artificial.

A quantidade de ramo por face da copa ou planta
foi adotada como varidvel explicativa, por questdes de
facilidade metodoldgica, em substituicdo as varidveis
quantidades de flor e almofada floral ativa, conquanto,
estas variaveis, sabidamente, fossem as mais
adequadas e precisas para aferir a resposta da
polinizacdo ao impacto da ventilacdo artificial. Este
procedimento metodolégico foi vélido porque a
densidade de flor e a quantidade de almofada floral
relacionam-se, diretamente, com quantidade de ramo,
uma vez que sao os ramos dos cacaueiros que carregam
as almofadas florais e flores. Isto é, para um dado
gendtipo, em florescéncia, quanto maior as quantidades
de ramo na planta, também, maiores serdo as
quantidades de almofadas florais e flores. Do mesmo
modo, a face da copa com maior
nimero de ramos também terd

Nakayama

maior distancia, entre o bocal da saida da ventilacao e
a copa do cacaueiro, reduziu de modo significativo, a
polinizacado e a frutificacio (Tabela 3).

O impacto do aumento da distancia, entre copa e
bocal de saida da ventilagdo do pulverizador, sobre a
polinizacdo e frutificacdo, pode ser visualizado na
Tabela 4. Constata-se que a frutificacdo da face da
copa mais perto, em frente ao pulverizador foi, ao longo
do periodo avaliado, sempre maior do que a frutificagao
na face da copa mais longe do pulverizador. As
diferencas, entre as frutificagcdes das duas faces da
copa, foram mais acentuadas nas ventilagdes
vespertina e matutina. Portanto, quanto menor a
distancia entre o pulverizador e a copa da planta, maior
a eficdcia polinizadora da ventilagdo artificial.

A velocidade do vento foi estimada variar entre 80
a 110 km/hora, aproximadamente, a uma distancia de
0,3 m do bocal de saida da ventilacdo. Na ventilacao
artificial, a velocidade do vento decresce com o
aumento da distancia entre copa e pulverizador, entdo
pode assumir-se que a velocidade do vento, na face
da copa em frente ao ventilador, era maior que a
velocidade do vento na face mais longe e oposta da
copa. Como a frutificag@o da face da copa mais perto

Tabela 3. Anova da frutificacdo em resposta a distancia de aplicagdo da ventilacéo,
quantidade de ramos por face da copa e planta

mais almofada floral e mais flor.

Visto que a quantidade de Causa de variacao g.l. Variancia Residual F Pr (> F)
ramos da Copa incrementou a Distancia do pulverizador a copa 1 1121 17,625 0,02994’**>k
.. ~ . pe ~ ~ (perto (0 a 1,5) me longe (1,5 até 3,0) m)
polinizagdo e frutificacdo entdo .
. . Numero de ramos/face da copa 1 1065 16,738 0,0473%**
podemos inferir que, para uma
. . . Planta 1 3704 58,236 6,66 e-11%**
mesma intensidade de ventilacdo i
e . Nuimero de ramo x planta 1 2728 42,898 1,04 e-07%**
artificial, o aumento na densidade .
de flor i taaf Anciad Residuo 795 50564
e flor incrementa a frequéncia de Total 799 50181

flores polinizadas. Ou seja, quanto
maior a densidade de almofada
floral por ramo e por planta, maior
serd a densidade de flor exposta a

Tabela 4 - Frutificac@o (bilro/planta) em funcdo do hordrio e distincia entre
pulverizador e copa da planta durante a ventilagdo

ventilacdo, elevando a efetividade

Dias ap6s o inicio da ventilacdo motomecanizada

polinizadora da ventilagcdo em Agente de 26 ‘ 26 ‘ 40 ‘ 40 ‘ 55 ‘ 55 ‘ 69 ‘ 69
cacaual auto compativel. polinizacio Distancia (m) entre pulverizador e copa (perto e longe)

A andlise estatistica da variavel Perto | Longe | Perto | Longe |Perto | Longe | Perto | Longe
"distancia entre o bocal do Oal5|1,5a3,00al,51,5a3,0/0al,5/1,5a3,0[0a1,5/1,5a3,0
ventilador e a copa do cacaueiro”, Vento-Tarde 16,44 | 9,76 | 14,68| 8,68 15 | 10,56 | 15,92 | 11,84
categorizada em dois niveis, face Vento Manhde Tarde| 432 | 3,92 = 436 34 412 | 324  364| 136
perto (O’O a 1’5) m e face longe Vento-Manha 7,36 3,6 9,76 | 5,64 | 7,48 5,56 | 424 384
(1,5 até 3,0) m, confirma que a Forcipomyia spp. | 1,32 | 0,96 1,72 0,68 14| 088 | 032 028
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do ventilador foi maior do que a frutificacio da face
da copa mais longe, ento, infere-se que a poliniza¢ao
e a frutificacdo respondem ao aumento da velocidade
do vento gerado pela ventilagao.

Pesquisas com pulverizador costal motorizado
demonstraram que a eficdcia polinizadora da ventilagcao
artificial depende da velocidade do vento. Foi
comprovado que ventos, de alta velocidade, gerados por
pulverizador costal motorizado, aplicados sobre a flor
de cacaueiro, incrementaram a polinizagdo fértil em
cacaueiro autocompativel. Os incrementos variaram
entre 200% a 500% (Soria, 1974; Knoke et al., 1980).
Por outro lado, estudos envolvendo a anemofilia artificial
e dispersao do pélen, em laboratério, confirmaram que
a consisténcia viscosa da massa polinica impedia que o
vento, de baixa velocidade, artificialmente produzido,
removesse a massa polinica da antera (Smith, 1950).

Um préximo desafio tecnolégico, para viabilizar a
tecnologia polinizacdo ventilada em cacau, é
desenvolver uma tecnologia que permita incrementar,
uniformizar e concentrar a florescéncia em todos os
cacaueiros de um cacaual.

Conclusoes

Os resultados da pesquisa mostram que a
intensidade de florescimento da planta é condig¢do
fundamental para obter a maxima frequéncia de
polinizac¢do para uma mesma intensidade e frequéncia
de ventilagdo artificial.

A eficdcia polinizadora da ventilagdo artificial é
elevada quando a flor é atingida por ventos com
velocidade entre 80 a 110 km/hora.

A ventilacd@o (80 a 110 km/hora) causou lesdes em
frutos e cicatrizes na casca, mas sem refletir negativamente
no aborto, nem em enfermidades dos frutos.
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INFLUENCIA DO SISTEMA DE CULTIVO NA BIOGEOGRAFIA DAS ESPECIES DE
PHYTOPHTHORA PATOGENICAS AO CACAUEIRO NA BAHIA, BRASIL
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Lindolfo Pereira dos Santos Filho, Larissa Argolo Magalhdes, Antonio Fontes Faria Filho
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Quatro espécies de Phytophthora agentes da doenga podriddo parda do cacaueiro ocorrem na Bahia, onde
clones resistentes a vassoura de bruxa estdo sendo plantados tanto em plantios tecnicamente formados (TF)
quanto em Sistema Agroflorestal (SAF) e em cabruca (CA), enxertados em plantas adultas. Sendo assim, tornou-se
necessdrio, conhecer a influéncia dos sistemas de cultivo na ocorréncia da podridao parda e na biogeografia
regional das espécies que a causam. Para atingir este objetivo foram coletados durante trés anos frutos infectados
e amostras de solo em 100 plantas aleatoriamente escolhidas e georeferenciadas em cada uma de cinco propriedades
por municipio, sendo nove dos quais compdem a mesorregiao cacaueira e Santo Amaro, no reconcavo baiano. As
propriedades agricolas, sempre que possivel, foram escolhidas por possuirem dreas dentro dos sistemas de cultivo
TF, SAF e CA. Os isolamentos em frutos e solo resultaram na obtencdo de 1916 isolados de diferentes espécies,
tendo P. palmivora predominado em todos os municipios (77,8%) a excecdo de Camacan, onde a prevaléncia foi de
P. citrophthora, a segunda espécie mais encontrada (21,6%). Phytophthora capsici (0,52%) e P. heveae (0,05%)
também foram pontualmente isoladas. Santo Amaro seguido de Urucuca e Belmonte foram os municipios onde o
maior nimero de isolados de Phytophthora spp. foram obtidos. Houve efeito ambiental na biogeografia das
espécies e o cultivo em SAF, de modo geral, a exce¢do do municipio de Gandu, tendeu a diminuir a incidéncia da
podridao parda.

Palavras-chave: Theobroma cacao, podridao parda, etiologia, distribuicao geografica, Phytophthora palmivora,
Phytophthora citrophthora.

Influence of the cultivation system on the biogeography of Phytophthora species
pathogenic to cacao in Bahia, Brazil. Four species of Phytophthora, agents of the brown rot disease
of cacao, occur in Bahia, where clones resistant to witch broom are being planted in both technically formed (TF)
and agroforestry systems (SAF) and cabruca (CA) plantations grafted on adult plants. Thus, it became necessary
to know the influence of the cropping systems on the occurrence of brown rot and the regional biogeography of the
species that cause it. To achieve this objective, infected fruits and soil samples were collected over 3 years in 100
randomly selected plants and georeferenced in each of five properties per city, nine of which make up the cacao and
Santo Amaro mesoregion in the Recdncavo Baiano. Agricultural properties, where possible, were chosen because
they have areas within the TF, SAF and CA cropping systems. Isolates in fruits and soil resulted in 1916 isolates of
different species, with P. palmivora predominating in all cities (77.8%), except for Camacan, where the prevalence
was P. citrophthora, the second most found species (21.6%). Phytophthora capsici (0.52%) and P. heveae (0.05%)
were also isolated in time. Santo Amaro followed by Urucuca and Belmonte were the cities where the highest
number of isolated of Phytophthora spp. they were obtained. There was an environmental effect in the biogeography
of the species and the cultivation in SAF, in general, with the exception of the city of Gandu, tended to decrease the
incidence of brown rot.

Key words: Theobroma cacao, brown rot, etiology, geographical distribution, Phytophthora palmivora,
Phytophthora citrophthora.
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Introducao

O género Phytophthora destaca-se como
destruidor de plantas responsavel por severos impactos
econdmicos e ecoldgicos, marcando a histéria da
fitopatologia como causador da devastacdo de cultivos
de batata (Solanum tuberosum L.) na Europa e
consequente morte e imigracdo de pessoas daquela
regido. (Erwin & Ribeiro, 1996; Luz e Matsuoka, 1996;
Luz e Silva, 2001).

Em termos mundiais a podriddo parda (PP) € a
principal doenca do cacaueiro. Na Africa,
principalmente em Ghana, Nigéria e Camardes, 50 a
80% das areas s@o afetadas e no México as perdas
podem variar de 30 a 80% (Nyassé, 1997). No Brasil
durante muitos anos a PP foi responsavel por perdas
estimadas entre 20 a 30% da produg¢ao anual de cacau
(Medeiros et al., 1977; Oliveira e Luz, 2005).

Atualmente, na mesorregido cacaueira da Babhia,
quatro espécies de Phytophthora formam o complexo
podridao parda: Phytophthora palmivora, P. capsici,
P. citrophthora e P. heveae (Luz et al., 1989) afetando
as plantacdes e ainda apresentando potencialidades de
assumir os mesmos niveis de importancia econdomica
registrados no passado (Oliveira e Luz, 2012), o que de
certo modo, jd vem ocorrendo nos ultimos anos,
demostrando o que ja se esperava, por tratar-se de um
género de patdgenos fortemente associado ao solo e
que em cacaueiro, comprovadamente, usa as raizes da
planta como reservatério de indculo (Luz & Mitchell,
1994 a e b).

A importancia da PP na regido cacaueira baiana
decresceu em decorréncia da doenga vassoura de bruxa
(VB), que em 1989 desencadeou forte crise econdomica
no Sudeste da Bahia (Luz et al., 1997). Porém, também
proporcionou fortes mudangas no cultivo do cacaueiro
com a introducio de novos gendtipos selecionados como
resistentes a VB e outras culturas foram incentivadas,
intensificando na regido os plantios em sistemas
agroflorestais (SAFs) (Marques et al., 2012), bem como
o replantio em areas tecnicamente formadas (TF) com
gendtipos resistentes, assim como enxertia nas
tradicionais plantacdes em cabruca (CA), o sistema mais
ecoldgico de cultivo de cacaueiro (Aratjo et al., 1998;
Luzetal., 2013a).

As novas formas de cultivo presentes na regido,
bem como o impacto da presenca de novos genotipos
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de cacaueiro, podem repercutir na estabilidade dos
patégenos endémicos bem como na epidemiologia das
doengas por eles causadas (Luz et al., 2006). Como
no caso da podriddao parda do cacaueiro sdo quatro
espécies envolvidas, essas mudancgas podem ter
repercussoes no equilibrio populacional dessas espécies,
com sérias implicacdes para a propria cultura. Sendo
assim, este trabalho objetivou estudar a biogeografia de
Phytophthora spp., agentes causais da podridao parda
do cacaueiro, em plantios tradicionais (cabruca),
tecnicamente formados e SAF’s em 10 municipios
produtores de cacau do estado da Bahia.

Material e Métodos

Coletas em propriedades rurais

Foram realizadas coletas durante trés anos (2010 a
2012), no periodo de maior ocorréncia da doenca (maio-
setembro), em 10 municipios (Camacan, Uruguca,
Itabuna, Santo Amaro, Gandd, Mutuipe, Belmonte,
Ituberd, Ipiad, Una), avaliando-se em cada municipio
cinco propriedades agricolas representativas do perfil
da cacauicultura naquele agrossistema e com sistemas
de cultivo tradicional, cabruca (CA), tecnicamente
formado (TF) e sistemas agroflorestais (SAF). Em cada
propriedade foram realizadas coletas de solo e de frutos
infectado em 100 plantas distribuidas aleatoriamente
nas plantacdes, mas georeferenciadas.

A coleta do solo foi feita a 20 cm de profundidade,
utilizando um trado e retirando amostras em quatro
pontos ao redor da planta (Norte, Sul, Leste e Oeste)
aproximadamente a Im de distancia do caule. Foram
coletadas quatro amostras simples e misturadas em
um saco de polietileno formando uma amostra
composta com 500 g aproximadamente. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas
e transportadas para o laboratério de Phytophthora
do Centro de Pesquisas do Cacau (Cepec) da Ceplac,
em Ilhéus, para isolamento em meio de cultura e
posterior classificagdo.

Isolamento de Phytophthora do solo e material
vegetal do cacaueiro

No laboratério de Phytophthora do Cepec as
amostras de tecidos vegetais foram lavadas em dgua
corrente, secadas em papel toalha esterilizado, retirados
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fragmentos entre a drea sadia e lesionada, que foram
desinfestados em uma solugdo de hipoclorito de sédio a
3%, transferidos a seguir para dlcool 70% e dgua estéril
e entdo colocados em placas de Petri contendo meio
seletivo PARPH (Kanmwischer & Mitchell, 1978),
preparado 24 horas antes, e as placas incubadas a
temperatura ambiente, na auséncia de luz por 72 horas.

As amostras de solo foram avaliadas quanto a
presenca de propagulos de Phytophthora spp.
usando o método de dilui¢do do solo em placas de
meio seletivo PARPH, o que proporcionou a
oportunidade de quantificar o niimero de propagulos
do patégeno por grama de solo. Foram utilizadas
aliquotas das diluicdes de 102 e 103 da mistura de 10
g de solo em 90 mL de 4gar-dgua a 0,2%.

Caracterizacao e identificacdo dos isolados de
Phytophthora spp.

Apds o crescimento em meio seletivo, os isolados
foram transferidos para placas contendo meio de cultura
cenoura-dgar (CA), para caldo de cenoura previamente
esterilizado e para placas contendo 4dgua esterilizada. A
forma das coldnias em meio sélido, assim como a
formacdo de esporangios, clamidésporos e odsporos
foram avaliados nos diferentes substratos. Os isolados
foram identificados por critérios morfofisioldgico através
da mensuragao destas estruturas em culturas axénicas
dos isolados obtidos e prospeccdo de peculiaridades
miceliais ou em propagulos infectivos, caracteristicas
marcantes para identificacdo através das chaves
morfoldgicas existentes (Waterhouse, 1963; Stamps et
al., 1990; Gallegly & Hong, 2008). Apds identificacao,
os isolados foram incorporados a colecdo de
Phytophthora Arnaldo Gomes Medeiros do CEPEC.

Construcao de mapa de distribuicao espacial

Foram utilizados os arquivos digitais dos municipios
baianos produzido pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), projetado de décimo de grau para
UTM, datum Sirgas 2000, trabalhadas na escala
1:2.500.000 e apresentadas por meio magnético,
adequadamente estruturados para utilizagdo em ambiente
SIG, no programa ARCGIS 10.5. As informagdes sobre
a localizagio dos isolados foram coletadas no campo,
catalogadas por pontos oriundos de marcagdes por
receptor GPS e apds andlise de prevaléncia, projetados
no mapa a partir de graficos em cada municipio.

Resultados

As quatro espécies de Phytophthora anteriormente
assinaladas na Bahia (Luz et al., 1989) P. palmivora,
P. citrophthora, P. capsici e P. heveae (Figura 1A-D)
foram encontradas na presente pesquisa. Foram obtidos
1916 isolados de Phytophthora spp. nos trés anos de
coleta, com prevaléncia de P. palmivora (77,8% dos
isolados), tendo P. citrophthora com 21,6% dos isolados
obtidos, sendo a segunda, seguida de P. capsici (0,52%)
e P. heveae (0,05%) que ndo diferiram estatisticamente
em ndmero de isolados. Phytophthora heveae foi
encontrada em solo de uma fazenda no municipio de
Ipiat obtendo-se somente um isolado. Phytophthora
capsici foi encontrada apenas esporadicamente em seis
municipios: Belmonte, Camacan, Itubera, Gandd,
Itabuna e Una. Phytophthora palmivora foi encontrada
em todos os municipios onde foram realizadas coletas
(Figura 2) correspondendo a 74,5% no 1° ano de coleta,
81,6% no 2° ano € 78,1% no 3° ano do total de isolados
obtidos, tendo prevalecido como o principal agente de
podridao parda em todos eles, a excecdo de Camacan,
onde predominou P. citrophthora com 98% dos
isolados no 1° ano de coleta, 87,7% no 2° ano € 80,3%
no 3° ano. Desta espécie também obteve-se isolados
nos 10 municipios amostrados.

Com base nos dados obtidos foi construido um
mapa de distribuicdo das espécies de Phytophthora
de acordo com a ocorréncia e predominancia nos
municipios coletados (Figura 3).

Nos municipios avaliados na mesorregido cacaueira,
somente em Ituberd, Camacan e Gandu foi possivel
coletar amostras representativas para os trés tipos de
sistema de cultivo. Em Una foram analisados apenas
TF e SAF, enquanto que em Urucuca e Belmonte
apenas os sistemas SAF e CA. Em Mutuipe e Ipiad,
somente TF e CA, e as cinco fazendas localizadas em
Santo Amaro sé tinham plantios tecnicamente formados.

Considerando como variavel o nimero de isolados,
a ANOVA permitiu inferir que nao houve diferenca
significativa entre os anos de coleta, sendo estes entdo
usados como repeti¢des para andlise subsequente
usando como fatores sistema de cultivo e municipio.
Embora ndo tenha havido significancia para sistema
de cultivo pelo teste f, pelo teste de médias Tukey
(P>0,05), os sistemas CA (13,3%) e TF (13,2%)
diferiram significativamente de SAF (8,75%)
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Figura 1- Phytophthora spp. do cacaueiro: (A) P. palmivora; (B) P. citrophthora; (C) P. capsici; (D) P. heveae.
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Figura 2 - Ndmero de isolados de Phytophthora spp. obtidos em 10 municipios da regido cacaueira durante trés anos
consecutivos (2010 a 2012).
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Figura 3 - Municipios da Mesorregido Cacaueira e do Reconcavo na Bahia, Brasil, onde foram coletados isolados de Phytophthora

Spp.

demonstrando que o menor nimero de isolados de
Phytophthora spp. foi encontrado neste ultimo sistema
de cultivo. J4 para municipio, a variacdo foi altamente
significativa, tendo sido encontrado o maior nimero
de isolados de Phytophthora no municipio de Santo
Amaro, seguido de Uruguca e de Belmonte sendo que
a média de isolado neste ultimo ndo diferiu
significativamente (Tukey p<0,001) daquelas dos
demais municipios (Tabela 1).

Quando se levou em consideracido também o fator
espécie e as interacdes sistema de cultivo x espécie e
municipio x espécie, foram altamente significativos os
efeitos de municipio, espécie e a interacdo municipio x
espécie, enquanto a interacdo sistema de cultivo x
espécie foi significativa a 5% de probabilidade. S6
houve diferencas entre os sistemas de cultivo nos
municipios de Gandd, onde em SAF houve maior

nimero de isolados de Phytophthora do que em CA
e TF, e em Mutuipe onde o niimero de isolados em
plantas cultivadas no sistema TF foi maior do que o
daquelas em SAF (Tabela 2). Desdobrando a interag@o

Tabela 1- Média do nimero de isolados de Phytophthora spp.
obtidos em cultivos de cacaueiro por municipio/fazenda

Municipio Meédia n° de Isolados
Santo Amaro 31,2 A
Uruguca 239 AB
Belmonte 16,1 BC
Camacan 10,7 C
Ttubera 7,8 C
Una 7,1 C
Itabuna 7,1 C
Gandd 6,1 C
Mutuipe 6,0 C
Ipiad 57 C
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Tabela 2- Média do nimero de isolados de Phytophthora spp.
por municipio e sistema de plantio

Sistemas de cultivo

Municipio

SAF CA TF
Santo Amaro - - 44.8
Uruguca 10,8 18,1 -
Belmonte 12,3 16,6 -
Camacan 7,0 9,7 15,7
Itubera 7,2 8,8 3,3
Una 5.4 - 13,7
Itabuna 3,7 7,2 -
Gandu 12,3 7,7 0,8
Mutuipe - 0,3 4,8
Ipiad - 2,7 5,3

SAF = Sistema Agroflorestal, CA= cabruca, TF= Tecnicamente formado.

espécie x municipio foi confirmada a predominancia
de P. palmivora nos municipios de Ganddu, Ipiad,
Itabuna, Ituberd, Santo Amaro, Una e Uruguca e a
predominancia de P. citrophthora em Camacan. Em
Mutuipe ndo houve diferencga significativa entre a
média de isolados obtidos para as espécies P.
palmivora e P. citrophthora (Figura 2).

Constatou-se a presenca de Phytophthora spp.
no solo em todos os municipios amostrados a excec¢ao
de Santo Amaro. O solo das plantacdes s6 foi coletado
nos dois primeiros anos de coleta. Dos 154 isolados
obtidos de solo 118 foram coletados no primeiro ano e
36 no segundo, sendo 82,5% de P. palmivora e 14,3%
P. citrophthora. Obteve-se apenas um isolado de P.
heveae e trés de P. capsici. Este foi o 1° registro de
isolamento de P. capsici de solo proveniente do
municipio de Itabuna e Una.

Discussao

O conhecimento da diversidade, da biologia e do
impacto das espécies de Phytophthora associadas a
qualquer ambiente ou patossistema é de fundamental
importincia para ampliar os conhecimentos sobre o
género, uma vez que, tem havido muita variacdo nas
populacdes de Phytophthora em funcdo das
possibilidades de hibridacdo entre as espécies e de
variagOes intraespecificas (Jung et al., 2017; Oh et
al., 2013; Zeng et al., 2009).

Para estudos visando conhecer a predominéncia
das espécies que causam o complexo de doencas
denominado podriddo parda do cacaueiro na Bahia

Agrotrépica 30(3) 2018

Luz et al.

foram realizadas coletas de frutos em diversos
municipios que compdem a regido cacaueira do estado
desde 1978-1980 (Campelo e Luz, 1981). Variagdes
na predominancia das espécies desde entdo foram
observadas dentro do complexo podriddo parda na
Bahia, em func¢ao das condi¢des climaticas e de outros
fatores, que podem favorecer a uma ou mais espécies
em determinada regido ou época do ano Luz et al.
(2007). Entre 1978-1980 P. capsici foi constatada
como a espécie predominante, sendo isolada de 95%
das 2420 amostras de frutos examinadas, seguida de
P. palmivora (3%) e P. citrophthora (2%) (Campelo
e Luz, 1981). No entanto, no final da década de 1980,
embora P. capsici ainda fosse a espécie predominante,
ocorrendo em 45% das 650 amostras examinadas, foi
observado um aumento das populacdes de P.
palmivora (30%) e P. citrophthora (25%), por esta
ocasido, constatou-se a presenga de P. heveae, em
raizes de cacaueiro (Luz et al., 1989). A época foi
atribuida a mudanca no equilibrio das populagdes,
principalmente, as mudangas climaticas ocorridas em
decorréncia de eventos do fendmeno El Nifio que
haviam afetado especialmente P. capsici, que em
cacaueiro ndo produz clamiddsporos, esporos de
resisténcia, o que dificultava a sua sobrevivéncia em
periodos com menor intensidade de chuvas (Luz et
al., 2007). A formagao de microclima proporcionado
pelo alto indice de pluviosidade, umidade relativa do ar
acima de 85% proporcionam condi¢des adequadas a
disseminagdo do patdgeno, registrando as maiores
perdas na produ¢do de cacau nos meses mais frios do
ano (junho a agosto) (Luz e Silva, 2001). Entre 1999-
2002, dentre 243 amostras de frutos avaliadas, 65%
foram identificadas como P. citrophthora, 33% como
P. palmivora e 2% como P. capsici. Observagdes
realizadas entre 2004-2005 ratificaram a espécie P.
citrophthora, a mais virulenta, como a de maior
prevaléncia, com 51% de frutos infectados, contra 37%
de P. palmivora e 12% de P. citrophthora (Luz et
al., 2007). Aquele momento, um fato novo havia
surgido, o melhoramento para resisténcia a vassoura
de bruxa, considerado pelos autores, como primordial,
junto aos eventos do El Nifio, para que o aumento da
populagdo de P. citrophthora tenha ocorrido devido
ao cultivo em maior escala de gendtipos descendentes
de Scavina 6, utilizados no programa de melhoramento
genético em substituicdo aos gendtipos suscetiveis a
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VB. E que os descendentes do clone SCA-6 sdo menos
resistentes a esta espécie quando comparado com P.
capsici e P. palmivora (Luz et al., 2010).

Observou-se nos dados do presente trabalho a
predominancia de P. palmivora (Figura 2) sobre as
demais espécies e o declinio acentuado de isolamentos
de P. capsici, confirmando o que ji vinha sendo
observado pelos dados das coletas anteriores (Luz et
al., 2007), apesar de realizadas em ntimero de frutos
inferior ao atual e em menor nimero de municipios.
Como os eventos de El Nifio foram bastante evidentes
nas ultimas décadas, esta pode realmente ser a causa
do declinio na populagdo desse patégeno, desde os anos
de 1980 pois, é comprovado serem os isolados de P.
capsici do cacaueiro, altamente influenciados pela
temperatura nos eventos de producgdo e liberacao dos
zoosporos (Luz et al., 1985). Houve um fato novo com
a presente pesquisa, P. capsici foi pela primeira vez
isolada do solo de cacaueiro. Isto pode ser um indicio
de adaptacdo dessa espécie ao novo ambiente dos
cacauais da regido. Fato similar ji ocorreu com outras
espécies de Phytophthora (Jung & Blaschke, 2004;
Jung & Burgess, 2009; Jung et al., 2016). A baixa
ocorréncia de P. hevea ¢ justificada por apenas causar
danos as raizes, enquanto P. capsici apenas a frutos e
P. citrophthora e P. palmivora a frutos, ramos,
sementes, chupdes, troncos e raizes (Luz e Silva, 2001).

Os resultados obtidos (Tabela 2) demonstram que o
cultivo em SAF beneficia o controle da podridao-parda
do cacaueiro, tendo em vista a menor incidéncia da
doenca em comparagdo com os demais sistemas de
cultivo. Observou-se que nos consdrcios com
seringueira a desfolha da cultura ocorria no periodo
das coletas (julho a setembro) nos trés anos de
realizacdo do experimento, que corresponde ao periodo
de maior incidéncia de podridao parda em frutos de
cacaueiros. A desfolha contribui para que as condi¢des
de umidade relativa do ar dentro da planta¢do sejam
desfavordveis a disseminacao de Phytophthora spp.
do cacaueiro, que necessitam de dgua livre na
superficie dos frutos para esporulacdo, disseminagao
dos propagulos e penetracdo (Luz et al., 2013Db).
Apenas no municipio de Gandd um maior nimero de
isolados foi obtido em plantio em SAF (Tabela 2).
Ressalta-se que neste municipio o sistema TF foi o
que apresentou o menor nimero de isolados nos trés
anos consecutivos.

Constatou-se a presenca de Phytophthora spp.
no solo em todos os municipios amostrados a excec¢ao
de Santo Amaro. Acredita-se que o solo do tipo mais
argiloso impediu o isolamento por ndo ter sido possivel
realizar a mistura com Agar-dgua, como requerido pela
técnica de diluicdo em solo, para desaglutinar,
completamente, as particulas do solo. Assim como em
frutos, a predomindncia nas amostras de solo foi
também de P. palmivora. A maior ocorréncia desta
espécie, atualmente, pode ser justificada pela producao
de esporangios em abundancia nos tecidos infectados
e na presenca de agua livre, o que facilita a liberacao
dos zodsporos. Seus esporangios se destacam
facilmente do micélio formado na superficie dos frutos
infectados podendo ser disseminados pelo vento, chuva
e outros agentes. Phytophthora palmivora possui
uma ampla gama de hospedeiros o que facilita a
permanéncia dos seus propagulos por mais tempo no
ambiente e a producdo abundante de clamidésporos
nesta espécie também concorre para a sua
permanéncia em solo (Luz e Silva, 2001; Luz et al.,
2013b). Fatores como densidade, eficiéncia e potencial
do inoculo, bem como forma, sobrevivéncia e
fungistase no solo sao condigdes preponderantes para
permanéncia do patégeno no solo em condicdes vidveis
(Bettiol e Ghini, 2005; Tooley et al., 2013).

Existem diferengas evidentes em Phytophthora
quanto ao potencial de causar infeccao, por exemplo,
em solo cultivado com mamao (Carica papaya L.)
foi determinado por Vawdrey (2001) infecc@o ao
potencial de 262 UFC/g de solo de P. palmivora, e
em solo cultivado com tomate (Solanum
lycopersicum L.) Neher et al. (1993) quantificaram
48 UFC/g de solo. A eficiéncia do in6culo também
apresenta variacdes em nivel de espécie, tipo de
propagulo e patossistema. Na relacdo P. capsici-
pimentdo, foram necessarios 91 odsporos/g de solo
para causar infeccoes (Bowers & Mitchell, 1991),
enquanto que para o patossistema Phythophthora
nicotianae var. parasitica, English & Mitchell (1988)
a eficiéncia do indéculo variou de 200 a 333
clamidésporos/g de solo/ infec¢do. Em cacaueiro, Luz
& Mitchell (1994 a e b) demonstraram também
diferencas nos niveis de infec¢do causados em
plantulas inoculadas com diferentes concentragdes e
diferentes tipos de inéculo de P. capsici, P.
citrophthora, P. heveae e P. palmivora.
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Os dados desse trabalho tem importdncia
significativa para o entendimento da dindmica do
comportamento de uma doenga causada por multiplos
patégenos, do mesmo género, ressaltando a
importancia das condicdes de clima e dos diferentes
sistemas de cultivo encontrados hoje na cacauicultura
baiana. Isto tem reflexos no controle da doenca, nas
pesquisas para o melhoramento genético visando
resisténcia as doencas, bem como na rentabilidade
econdmica da cultura. Demonstram ainda a
necessidade de monitoramento constante da
populacdo desses patdgenos.
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O controle biolégico com formigas em cultivos perenes tem chamado atencdo dos pesquisadores em funcdo da
disponibilidade permanente desses predadores nas plantacdes. Formigas tém a vantagem de poder ser eventualmente
manejadas para aumentar sua abundancia, distribui¢do e eficdcia. Um bom exemplo sdo cacauais da Regido Sudeste
da Bahia, cultivo que abriga rica mirmecofauna, onde espécies arboricolas exercem um importante papel no controle
natural de pragas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do controle bioldgico por formigas durante as
diferentes fases do desenvolvimento do cacaueiro em cacauais de um, trés, quatro, oito, 15 e 33 anos de idade
situados nas dreas experimentais do Centro de Pesquisa do Cacau, Ilhéus, Bahia, Brasil. Fez-se avaliagdo dos
padrdes de danos das principais pragas e avaliou-se a aptiddo das formigas para sua predacdo. Na maioria das
idades avaliadas, as formigas contribuiram para reduzir a a¢do das pragas a nenhum dano ou a niveis baixos de
danos. A dolichoderine Linepithema neotropicum foi a que apresentou maior indice de predagdo. A eficdcia da
predacgdo parece melhor nas plantacdes mais novas, enquanto em cacauais mais velhos, a protecdo das formigas
nio ¢ tdo eficiente.

Palavras-chave: controle biol6gico, Formicidae, predacdo, Theobroma cacao L.

Evaluation of biological control by ants (Hymenoptera: Formicidae) according

a chronosequency in a cocoa plantation of South East Bahia, Brazil. Biological control
with ants in perennial crops has called attention of researchers due to the permanent availability of these predators
in the plantations. Ants have the capability to be eventually managed to increase their abundance, distribution and
effectiveness. A good example is the cocoa plantations in southeastern Bahia, Brazil, where this crop houses a rich
ant fauna, with arboreal species which play an important role in natural pest control. The aim of this study was to
evaluate the potential of biological control by ants during the different phases of cocoa tree development in cocoa
tree plantations of one, three, four, eight, 15 and 33 year old situated in experimental areas of Cocoa Research
Center, at Ilhéus. The damage patterns of the main pests were evaluated and the ants’ ability to predation was
evaluated. In most of the evaluated ages of the trees, the ants contributed to reduce the pest action from none to
low damages. The dolichoderine Linepithema neotropicum showed the highest rate of predation. The efficacy of
predation appears to be better in newer plantations, while in older plantations ant protection is not so efficacious.

Key words: biological control, Formicidae, predation, Theobroma cacao L.
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Introducao

O controle biolégico natural de pragas utilizando
formigas em sistemas agroflorestais (SAFs), tais como
em cacauais ou cafezais, tem chamado a aten¢ao no
ultimo meio século em fun¢ido da ubiquidade e
abundancia desses predadores nas plantacdes (Majer,
1972; Leston, 1973; Majer, 1976a; Kenne et al., 1999;
Perfecto, 1991; Way & Khoo, 1992). O mais antigo
caso de controle bioldgico reportado na literatura
mundial foi de formigas predadoras quando, no século
IIT de nossa era, os chineses recomendavam seu uso
contra pragas de citrus (Pavan & Ceballos, 1979;
Perfecto & Castifieiras, 1998; Gallo et al., 2002).
Desde o ultimo século, diversos experimentos foram
realizados a fim de utilizar as formigas como agentes
de controle biolégico (Pavan & Ceballos, 1979;
Jolivet, 1996; Parys & Johnson, 2012; Kergunteuil et
al., 2013; Navarrete et al., 2013, por exemplo) e alguns
autores sugerem até como as manipularem para este
fim (Bruneau de Miré, 1969; Majer 1976a, 1976b;
Khoo & Chung, 1989; Kenne et al., 1999; Armbrecht
et al., 2001; Mele, 2008). Em agroecossistema
cafeeiro, por exemplo, Azteca sericeasur Longino,
2007 € considerada espécie-chave para o controle
biologico de Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Scolytidae), a broca-do-café (Morris et
al., 2015). Em cacauais da Indonésia e da Malasia,
Dolichoderus thoracicus (F. Smith, 1860) € utilizada
no controle biolégico dos Miridae do cacau (Khoo &
Chung, 1989; Way & Khoo, 1992). Por sua vez,
Wasmannia auropunctata (Roger, 1863), conhecida
como “pixixica” no Brasil (Delabie, 1988), € utilizada
no controle biolégico dos Miridae do cacau na
Republica de Camardes, apesar dessa formiga ser
invasora (Bruneau de Miré, 1969).

Caracteristicas como: manuten¢do das populagdes
de insetos abaixo do nivel de danos econdmicos;
abundancia, mesmo quando as presas estio escassas;
coldnias perenes devido a sua estrutura social;
disponibilidade de espécies que formam grandes
coldnias e que necessitam de alimento em abundancia;
construcdo de ninhos polidomicos; habilidade para
ocupar areas amplas mantendo uma alta densidade de
populagdo, fazem das formigas agentes efetivos no
controle biolégico (Finnegan, 1971; Risch & Carrol,
1982; Majer, 1986; Medeiros et al., 1995). Além disso,
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ainda sdo susceptiveis de serem manejadas nas
plantacdes para aumentar sua abundancia, distribui¢do
e eficdcia (Majer, 1986).

A recente queda nos precos mundiais de cacau e o
aumento permanente dos custos de inseticidas e outros
insumos agricolas tém ampliado o interesse pelas
formigas como agentes de controle biolégico natural,
uma vez que isso pode auxiliar, a baixo custo, os
produtores a conquistar o mercado de produtos
organicos (Mele, 2008). Os cacauais do Sudeste da
Bahia sdo colonizados por uma rica fauna de formigas
e algumas espécies tém excelente potencial para
controlar pragas, sendo uma caracteristica importante
dessas, a domindncia hierdrquica, onde diversas
espécies dominantes competem com outras (Majer,
1986; Majer & Delabie, 1993; Majer et al., 1994;
Delabie et al., 2007).

A regido cacaueira da Bahia tem sofrido forte
impacto negativo em decorréncia da acdo de diversas
pragas e doencas do cacaueiro, tendo o abandono
localizado desse cultivo gerado grandes prejuizos para
aeconomia (Alger e Caldas, 1996). A acdo de diversos
insetos praga reduz a produtividade das plantas,
provocando impactos negativos na geragao de recursos
para os produtores.

Portanto avaliar a organizacido temporal das
espécies com potencial predador, ou que tenham pelo
menos insetos na sua dieta, é relevante. O objetivo
deste estudo foi avaliar a eficdcia das formigas como
agentes de controle bioldgico natural numa l6gica de
sucessao da assembleia desses insetos, em funcdo do
desenvolvimento e do envelhecimento dos cacauais.
Com esse fim, testou-se se existiam associacdes entre
formigas e danos (ocorréncia ou auséncia de danos) e
se as formigas tiveram sucesso como agentes de
controle bioldgico.

Material e Métodos

O estudo foi realizado em cacauais situados nas
Quadras E, F, G e H* (nomenclatura CEPEC) das
areas experimentais do Centro de Pesquisas do Cacau
(14°47"55"S 39°02"01"W), Ilhéus, Bahia, Brasil.
Localizada na microrregido sudeste da Bahia, esta drea
¢ caracterizada por um clima quente e Umido do tipo
AF (K&ppen, 1936), com temperatura anual variando
entre 20 e 25°C (Santana et al., 2003); A floresta tropical
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€ o principal ecossistema regional, incluido na Mata
Atlantica, com uma pluviosidade regional anual de 2.000
a 2.400 mm, em média, e a uma altitude de cerca de 60
m acima do nivel do mar (Santana et al., 2003).

Cacauais com uma drea de pelo menos quatro
hectares foram escolhidos por se apresentarem em
diferentes estigios de desenvolvimento, com 1, 3,4, 8,
15 e 33 anos de idade, plantados sob o sistema
“derruba total”, tendo Erythrina sp. como
sombreamento. Todas as dreas foram submetidas a
condic¢des culturais e tratamentos edafoclimaticos
semelhantes. Trezentos cacaueiros foram selecionados
aleatoriamente dentro das dreas plantadas. Com pelo
menos 25m de intervalo entre as arvores, 50 arvores
foram selecionadas por faixa etdria de plantio,
mantendo um minimo de 25m de distancia da borda.
As amostras foram coletadas entre setembro de 2008
e marco de 2009.

As avaliacgdes das injurias causadas pelas principais
pragas, definidas a partir de Abreu et al. (1989) e Gallo
etal. (2002), foram realizadas em galhos de tamanhos
iguais, tanto no fruto quanto na planta como um todo
nos cacauais das diferntes idades, a saber: 1) Tripes
(Selenothrips rubrocinctus (Giard, 1901),
Thysanoptera, Thripidae): queima das folhas,
emponteiramento e ferrugem dos frutos; 2) Formiga
cortadeira ou sauva (Atta cephalotes (Linnaeus, 1758),
Hymenoptera, Formicidae): corte das folhas; 3)
Chupanca (Monalonion bondari (Costa Lima, 1938),
Hemiptera, Miridae): morte dos ponteiros, frutos com
bexiga e queda, e frutos com manchas pretas e/ou
esbranquicgadas; 4) Vaquinha (Percolapsis ornata
(Germar, 1824), Coleoptera, Chrysomelidae): pequenos
furos em folhas novas e ataque dos ponteiros dos
lancamentos foliares.

As injurias foram quantificadas, gerando as
informacdes sobre danos, de acordo com Mody &
Linsenmair (2004), tomando-se como referéncia a
relacdo entre as partes sadias e danificadas,
categorizados seguindo Fournier (1974). As categorias
corresponderam aos niveis de danos e foram assim
indicadas: 0 = 0% de dano (sem dano algum); 1=1 a
25% (1 a25% da parte da planta avaliada apresentava
algum dano); sucessivamente 2= 26 a 50%; 3 =51 a
75% e; 4 =76 a 100%.

Além disso, avaliou-se a aptidao das formigas para
a predacdo, metodologia adaptada de Medeiros (1992)

e Conceicao et al. (2009), usando larvas de
Nasutitermes sp. (Blattoidea, Isoptera, Termitidae).
Esse experimento foi realizado em marco de 2009.
Uma larva, de cada vez, foi colocada numa folha da
parte central da copa do cacaueiro escolhido
aleatoriamente e onde as espécies de formigas mais
frequentes que se pretendia testar ocorrem. Foram
realizadas dez observagdes de até 5 minutos para cada
espécie (Figuras 1 e 2), anotando o nimero de vezes
em que cada espécie de formiga capturou a isca e o
tempo que levou até a captura.

A escolha das espécies de formigas para as
avaliagdes foi baseada no Percentil 95%; os testes
relativos a predacdo somente foram realizados com
as espécies: Ectatomma tuberculatum (Olivier, 1792),
Linepithema neotropicum Wild, 2007 e W.
auropunctata. Com relagdo a associacdo com o0s
danos, houve casos em que grupos de cacaueiros de
determinadas idades ndo apresentaram ocorréncias de
formigas com frequéncia suficiente para as andlises.
Para verificar a associagdo entre formigas e danos
para plantag@o de cada idade, foi feita uma Analise
Multivariada de Seriag@o Restrita, utilizando matrizes
de presenca/auséncia (Brower & Kile, 1988).
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Figura 1. Ocorréncia de ataques das formigas as iscas (larvas
de Nasutitermes sp.) em cacauais do sudeste da Bahia. Margo de
2009. E.t= Ectatomma tuberculatum; L.n= Linepithema
neotropicum; W.a= Wasmannia auropunctata.
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Figura 2. Tempo médio para o ataque das formigas as iscas
(larvas de Nasutitermes sp.) em cacauais do sudeste da Bahia.
Margo de 2009. E.t= Ectatomma tuberculatum; L.n= Linepithema
neotropicum; W.a= Wasmannia auropunctata.

Posteriormente, com auxilio do programa Past
(Hammer et al., 2001), as matrizes foram comparadas
a partir do teste de “Monte Carlo”, testando a
existéncia ou ndo de associacdo a 95% de confianca
(p <0,05). Foram calculados os indices, bem como, as
médias do tempo de predacdo. Os indices foram obtidos
através de: [P = Npe/Nte “100 onde: IP = indice de
predacdo para a espécie estudada; Npe = nlimero total
de observagdes de predacdo pela espécie estudada;
Nte = ntimero total de ensaios. Foi realizado um teste
nao paramétrico de comparacdo de médias (Prova de
Kruskall-Wallis) (Arango, 2012), com relacdo ao
nimero de ocorréncias e ao tempo médio de ataque.

Resultados

Para os tipos de injuiria “corte de folhas por Atta
cephalotes” (Tabela 1) e “queima de folhas por
Selenothrips rubrocinctus” (Tabela 2), o nivel de
dano 1 foi o que apresentou maior nimero de
associacdes com formigas. As espécies associadas a
essas injdrias e nesse nivel de dano nas idades de 3, 4,
8 e 15 anos, foram Crematogaster erecta Mayr, 1866
e Monomorium floricola (Jerdon, 1851), assim como,
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de forma um pouco mais discreta, E. tuberculatum e
W. auropunctata. Crematogaster erecta e M.
floricola também estiveram mais associadas ao nivel
2 de dano para “furos nas folhas por Percolapsis
ornata” (Tabela 3) ocorrendo em um maior nimero
de cacauais de diferentes idades (4, 8 e 15 anos). A
espécie C. erecta se destacou ainda por estar
associada em maior nimero de cacauais de idades
diferentes no nivel de dano 3 para a ocorréncia de
“furos nas folhas por P. ornata” (Tabela 3), nas idades
de 3,4, 8 e 15 anos.

Para o tipo de injuria “manchas do fruto por
Monalonion bondari (Tabela 4), bem como “morte
dos ponteiros por M. bondari” e “emponteiramento
por S. rubrocinctus” (Tabela 5), as espécies de
formigas estiveram associadas principalmente ao nivel
1 de dano no cacaual de 15 anos. Ja para “ferrugem
dos frutos por S. rubrocinctus” (Tabela 6), as
associacdes ocorreram somente no nivel de dano 4
em cacauais de 33 anos. Com excecao para o tipo de
injuria “ferrugem dos frutos provocada por S.
rubrocinctus”, C. erecta, portanto, teve destaque em
todas as associacdes com os diferentes tipos de injurias,
em niveis diversos de danos, e em alguns casos, pelo
menos em uma idade de cacauais.

Ao comparar as formigas em relacio ao potencial
como predadoras nos cacaueiros, L. neotropicum
apresentou maior nimero de ataques as iscas
oferecidas; no entanto, essa espécie também foi a que
demorou em média o0 maior tempo para atacar as iscas
(Figuras 1 e 2). Ectatomma tuberculatum e W.
auropunctata apresentaram um nudmero inferior de
ataques a iscas, mas em compensagdo, o tempo de
ataque foi mais curto. Ndo houve diferenca
significativa entre ambas as espécies para o periodo
de reconhecimento as iscas e ataque (Figuras 1 e 2).
Por sua vez, M. floricola ndo apresentou qualquer
atitude de ataque as iscas oferecidas.

Discussao

Cacaueiros que sofreram danos relevantes ndo
estavam relacionados com espécies de formigas
consideradas dominantes nessas plantacdes (Majer et
al., 1994), com excecdo de C. erecta, W.
auropunctata e E. tuberculatum. A ocorréncia da
associacao dos danos com essas espécies foi observada



Controle bioldgico por formigas numa cronossequéncia de cacauais

219

Tabela 1. Associacdo* entre espécies de formigas e o nivel de dano de “corte das folhas provocado por A. cephalotes” em
cacauais de idades distintas. [Théus-BA. Setembro de 2008 a margo de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies
0 1 2 3 4

Azteca paraensis bondari - (3,33,4) (33) - -
Brachymyrmex admotus (1) (3) - - -
Brachymyrmex heeri - (D (3) - -
Camponotus (Myrmobrachys) sp.1 - - (33) -
Camponotus crassus - (3,4,15) 4) - -
Camponotus fastigatus - 4) (4,15) - -
Cardiocondyla minutior - 3) - - -
Cephalotes atratus - 3.4 4,15) - -
Crematogaster carinata - (33) (33) - -
Crematogaster curvispinosa - (8) (8,33) ®) @)
Crematogaster erecta - (3,4,8,15) (4,15) 8) -
Crematogaster longispina - 3.4) 4 - -
Crematogaster moelleri - - (33) - -
Crematogaster victima - 3) - - -
Dolichoderus attelaboides - (33) (33) - -
Dolichoderus bispinosus - 3) - - -
Ectatomma tuberculatum - (8,15,33) (8,33,15) ® (t)]
Linepithema neotropicum (1) (1,3.4) ® - -
Monomorium floricola - 3,4,8,15) 4,8) (8,15)
Nylanderia fulva - (15) (33) - -
Neoponera inversa - (33) 33) - -
Pheidole gp. Fallax sp.9 - 3) - - -
Solenopsis sp.3 - (33) - - -
Wasmannia auropunctata - 3,8 (4,33,8) (t)] -

*Existe associacdo significativa pelo método de Monte Carlo (p<0,05).
** Entre paréntesis as idades das plantas em que se observaram os valores de ocorréncia indicados.
*#% Em negrito, as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).

geralmente em cacauais de idades mais avancgadas
(>8 anos de plantio), embora tenha havido maior nimero
de associagdes dessas espécies com a injuiria “furos
nas folhas provocados por P. ornata” e em niveis
variados de danos. A associacdo de qualquer formiga
com niveis baixos de danos é algo que pode ser
considerado positivo para o controle biolégico natural,
uma vez que se presuponhe que a atividade da formiga
tem contribuido para evitar a acdo da praga.

As injurias da formiga cortadeira At. cephalotes
estdo entre as mais temidas pelos cacauicultores,
porque podem ocasionar a morte das plantas novas
(Abreu & Delabie, 1986; Delabie et al., 1993). Em
cacauais de um ano, a ocorréncia de Brachymyrmex
admotus Mayr, 1887 e L. neotropicum sempre estava
associada a auséncia de injdrias nas plantas, no entanto,
parece pouco provdvel que essas duas pequenas

espécies de formigas sejam capazes de inibir o corte
de folhas pela sadva.

As espécies de formigas que estiveram associadas
aum numero maior de tipos de injurias, tais como M.
floricola (13 tipos) e C. erecta (12 tipos), sdo
consideradas competitivas (Andersen, 1997) e
poderiam assumir um papel controlador das
populacdes de insetos praga. Isso seria esperado
principalmente para M. floricola, que se apresenta
como dominante na assembleia de formigas estudadas
(Conceigdo et al., 2015), mas que ndo possui
comportamento agressivo e ndo atacou nenhuma isca
durante os testes comportamentais. Em geral,
espécies dominantes apresentam notdvel impacto na
composi¢ao de outros invertebrados arboricolas por
possuir associa¢des mutualisticas com hemipteros
(Delabie, 2001), agressividade, preferéncia de cada
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Tabela 2. Associagdo* entre espécies de formigas e o nivel de dano de "queima das folhas provocada por S. rubrocinctus" em
cacauais de idades distintas. [Théus-BA. Setembro de 2008 a margo de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies

0 1 2 3 4
Azteca paraensis bondari - (3,33,4) (33) - -
Brachymyrmex admotus 1 (3) - - -
Brachymyrmex heeri - (D 3) - -
Camponotus (Myrmobrachys) sp.1 - - (33) - -
Camponotus crassus - (3.4,15) 4 - -
Camponotus fastigatus - 4) (4,15) - -
Cardiocondyla minutior - 3) - - -
Cephalotes atratus - (3.4) 4, 15) - -
Crematogaster carinata - (33) (33) - -
Crematogaster curvispinosa - 8 (8,33) (8) 8)
Crematogaster erecta - (3,4,8,15) 4,15) ®) -
Crematogaster longispina - (3.4) (C)] - -
Crematogaster moelleri - - (33) - -
Crematogaster victima - 3) - - -
Dolichoderus attelaboides - (33) (33) - -
Dolichoderus bispinosus - 3) - - -
Ectatomma tuberculatum - (8,15,33) (8,33,15) 8) 8)
Linepithema neotropicum (1) (1,3.4) 8 - -
Monomorium floricola - 3,4,8,15) 4,8) (8,15) -
Nylanderia fulva - (15) (33) - -
Neoponera inversa - (33) (33) - -
Pheidole gp. Fallax sp.9 - 3) - - -
Solenopsis sp3 - (33) - - -
Wasmannia auropunctata - (3,8 (4,33,8) 8) -

*Existe associagdo significativa pelo método de Monte Carlo (p<0,05).
** Entre paréntesis as idades das plantas em que se observaram os valores de ocorréncia indicados.
*#% Em negrito, as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).

espécie por tipos e tamanhos especificos de presas,
dietas particulares e associacdo com espécies
subdominantes (Majer et al., 1994).

Os danos causados pelo “corte de folhas™ s6 nao
foram significativos em cacauais de 33 anos e, nas
idades onde ocorreu, o impacto foi mais evidente
em plantas mais novas. Portanto, a influéncia das
outras formigas (as espécies predadoras) sobre as
cortadeiras, € provavelmente minima. Apesar disso,
estudos relatam o uso, pelos indios Kayapds, de
espécies de Azteca, comuns na lavoura cacaueira,
para controlar At. cephalotes e Atta sexdens
(Linnaeus, 1758) no Pard (Overall e Posey, 1988).
Além disso, E. tuberculatum, comum nos cacauais
do CEPEC, é conhecida por cacar as operarias de
At. cephalotes e outras formigas (Delabie, 1999;
Delabie e Mariano, 2000).
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Os danos causados pela “queima das folhas por S.
rubrocinctus” e “furos nas folhas por P. ornata”
ocorreram em todas as idades com alguma variacéo.
As pragas que ocasionam esses tipos de danos t€ém
atividade sazonal e a acdo controladora das formigas
pode ocorrer de forma bastante irregular em fungdo
disso. Essa flutuacdo pode ter ocorrido também em
fun¢do dos recursos disponiveis na planta, tais como
lancamentos foliares e produgdo de bilros (Abreu et
al., 1989; Ferronatto, 1999). Esta sazonalidade ¢é
hipoteticamente responsavel pela ocorréncia dos
herbivoros na planta e a resposta destes as condicdes
do cultivo e, isso inclui o tipo de tecido vegetal escolhido
pela praga para o ataque, comportamento alimentar
ou reprodutivo, entre outros (Marquis, 1992).

Wasmannia auropunctata esteve presente em
cacaueiros onde ocorreram os danos causados pela
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Tabela 3. Associacao* entre espécies de formigas e o nivel de dano de "furos nas folhas provocados por P. ornata" em cacauais
de idades distintas. I[lhéus-BA. Setembro de 2008 a margo de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies

0 1 2 3 4
Azteca paraensis bondari - 4) “4) (33) -
Brachymyrmex admotus (1) (D (D - -
Camponotus crassus - (4,15) 4,15) (3.4) 4)
Camponotus fastigatus - - 5(4) - -
Cephalotes atratus - (4,15) (8,15) (3,15) -
Crematogaster acuta - - - (33) (33)
Crematogaster carinata - (33) 4) - -
Crematogaster curvispinosa - - (8 (8,33) (8,33)
Crematogaster erecta - (4,15) (4,8,15) (3,8,4,15) (C)]
Crematogaster longispina - - (33) - -
Ectatomma tuberculatum - (15,33) (8,15) (8,15,33) (8,33)
Linepithema neotropicum (1) (14) 4.8) 3) -
Monomorium floricola - - (4,8,15) (3.8,15) (8,15)
Nylanderia sp.2 - - - (15) -
Neoponera inversa - - - (33) -
Neoponera bactronica - - (15) - -
Pseudomyrmex termitarius - - (15) - -
Solenopsis sp.3 - - - (3) -
Wasmannia auropunctata - 33 8) (8,33) 8)

*Existe associacdo significativa pelo método de Monte Carlo (p<0,05).
** Entre paréntesis as idades das plantas em que se observaram os valores de ocorréncia indicados.
*#% Em negrito, as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).

“queima das folhas por S. rubrocinctus” e “furos nas
folhas por P. ornata”, em todas as idades. Suspeita-
se que a “pixixica” ndo exerga controle biolégico sobre
nenhuma delas, uma vez que a maior parte da atividade
dessa formiga parece ligada a serapilheira, ao tronco
e aos frutos do cacaueiro (Delabie, 1988) e ndo a
folhagem. Além do mais, é notdvel a maioria das
associacdes de W. auropunctata com nimero elevado
de danos. Majer & Delabie (1993) observaram a
ocorréncia das mesmas espécies estudadas aqui (W.
auropunctata e E. tuberculatum) associadas a niveis
intermedidrios de abundancia de outros invertebrados
em cacaueiros, constatando que o ndmero de
individuos de invertebrados de cada tdxon foi bastante
varidvel entre as drvores dominadas por determinadas
formigas (Majer & Delabie, 1993). Comunidades de
artrépodes com caracteristicas diferentes podem estar
associadas a cada espécie de formiga dominante (ou
codominante), com uma composi¢do dependente da
acdo predatdria, do manejo da plantacdo e da
especializagdo alimentar das formigas (Majer, 1976a).
Estas espécies podem ter algum valor no controle

bioldgico (Bruneau de Miré, 1969; Majer & Delabie,
1993, Medeiros et al., 1995), mas os individuos de W.
auropunctata sao pequenos € somente parecem
reduzir as taxas de invertebrados nas plantas onde
ocorrem com um grau moderado. Por sua vez, E.
tuberculatum, apesar de formar pequenas
populacdes (~200-500 individuos por formigueiro,
sendo um por arvore), consegue dominar 4reas
grandes e continuas das copas através da
justaposicdo de suas populacdes; além disso, essa
espécie é de grande tamanho e ¢é particularmente
agressiva (Majer et al., 1994; Hora et al., 2005).
As plantas comecam a apresentar danos mais
evidentes a partir de trés anos, sendo mais severos
aos 33. Isso talvez ocorra porque as formigas tém acio
mais efetiva no controle das pragas no estddio inicial
de desenvolvimento ou sendo porque as plantas ainda
ndo sdo atrativas o suficiente as pragas a ponto de
ocasionarem tais danos. Além disso, uma planta jovem
ocupa um espaco (volume, altura) reduzido, o que faz
com o que, hipoteticamente, qualquer herbivoro possa
naturalmente ser facilmente descoberto por algum
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Tabela 4. Associagao* entre espécies de formigas e o nivel de
dano de "manchas dos frutos provocadas por Monalonion bondari"
em cacauais de idades distintas. Ilhéus-BA. Setembro de 2008 a
marco de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies

0 1 2 3 4
Camponotus atriceps - (15) - - -
Cephalotes atratus - (15) - - -
Crematogaster erecta - 15) - - -
Ectatomma tuberculatum - (15) - - -
Linepithema neotropicum - (15) - - -
Monomorium floricola - (15) - - -
Wasmannia auropunctata - (15) - - -

*Existe associac@io significativa pelo método de Monte Carlo
(p<0,05). ** Entre paréntesis as idades das plantas em que se
observaram os valores de ocorréncia indicados. *** Em negrito,
as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).

Tabela 5. Associagdo* entre espécies de formigas e cacaueiros
com o nivel de dano de "morte dos ponteiros provocada por
Monalonion bondari", "emponteiramento provocado por S.
rubrocinctus" e "ataque dos ponteiros provocado por P. ornata"
em cacauais de idades distintas. Ilhéus-BA. Setembro de 2008 a
marco de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies

0 1 2 3 4
Azteca paraensis bondari - (15) - - -
Camponotus atriceps - (15) - - -
Camponotus fastigatus (15) (15) - - -
Camponotus trapezoideus - (15) - - -
Camponotus crassus (15) (15) - - -
Cephalotes atratus - (15) - - -
Cephalotes pavonii - (15) - - -
Crematogaster erecta 15) 15) - - -
Dorymyrmex thoracicus - (15) - - -
Ectatomma tuberculatum - (15) - - -
Linepithema humile - (15) - - -
Monomorium floricola (15) (15) - - -
Nylanderia fulva - (15) - - -
Nylanderia sp.2 - (15) - - -
Odontomachus haematodus - (15) - - -
Neoponera inversa - (15) - - -
Paratrechina longicornis - (15) - - -
Pseudomyrmex gracilis - (15) - - -
Pseudomyrmex oculatus - (15) - - -
Pseudomyrmex termitarius - (15) - - -
Solenopsis geminata - (15) - - -
Solenopsis sp.2 - (15) - - -

*Existe associagdo significativa pelo método de Monte Carlo
(p<0,05). ** Entre paréntesis as idades das plantas em que se
observaram os valores de ocorréncia indicados. *** Em negrito,
as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).
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Tabela 6. Associacdo* entre espécies de formigas e cacaueiros
com o nivel de dano de "ferrugem dos frutos provocada por S.
rubrocinctus" em cacauais de diferentes idades. Ilhéus-BA.
Setembro de 2008 a marco de 2009

Nivel de dano nas plantas (Categoria)

Espécies
0 1 2 3 4

Azteca paraensis bondari - - - - (33)
Brachymyrmex heeri - - - - (33
Camponotus - - - - (33
(Myrmobrachys) sp.1

Crematogaster acuta - - - - (33
Crematogaster carinata - - - - (33
Nylanderia fulva - - - - (33
Neoponera inversa - - - - (33
Solenopsis sp.2 - - - - (33
Solenopsis sp.3 - - - - (33
Wasmannia auropunctata - - - - 33)

*Existe associacdo significativa pelo método de Monte Carlo
(p<0,05). ** Entre paréntesis as idades das plantas em que se
observaram os valores de ocorréncia indicados. *** Em negrito,
as espécies consideradas dominantes segundo Majer et al. (1994).

predador e tem maior probabilidade de ser atacado.
Por sua vez, a planta mais velha ocupa um espago
bem mais complexo, oferecendo certa conectividade
com as plantas adjacentes, onde pragas encontram
muitas oportunidades de se alimentar e se esconder,
havendo maior competicdo entre predadores e,
consequentemente, menor probabilidade de as mesmas
serem atacadas.

Determinadas pragas s6 sdo capazes de usar
recursos em plantas a partir de certa idade. Esse € o
caso de P. ornata e M. bondari que tém uma
probabilidade baixa de ocorrer em plantas jovens ou
baixas, onde esses insetos ndo t€m como cumprir a
totalidade de seu ciclo biolégico, a menos que, por
algum motivo, a drvore apresente uma excepcional
quantidade de langcamentos foliares, de tecidos vegetais
novos, ou ainda um sistema radicular similar a uma
planta adulta (inferéncias baseadas em Abreu et al.,
1989; Ferronatto, 1999). Ja as formigas cortadeiras
desfolham as plantas por vezes sucessivas, atacando
uma a uma todas as plantas com os requisitos de sua
escolha ao alcance de sua drea de forrageamento
(Delabie et al., 1993), e o ataque a um pé de cacaueiro
novo pode ser letal, se a desfolha for integral. Embora
a organizacdo das formigas em mosaico parega ter
uma grande influéncia na distribuicdo das pragas de
cacaueiro (Leston, 1978; Majer & Delabie, 1993;
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Majer et al., 1994; Jolivet, 1996) e o conhecimento
das associagdes entre as espécies dominantes e
subordinadas possa ser util para o controle de pragas,
nao foi possivel concluir neste estudo que a reducio
do ataque das pragas do cacaueiro deve-se a sucessao
das espécies de formigas no plantio, em fun¢do do
desenvolvimento e envelhecimento da drvore.

Nenhum dano foi observado em cacauais de
qualquer idade quando a formiga dominante associada
a arvore foi Azteca chartifex Forel, 1896. Esse fato
reforca sua reputagdo como agente de controle
biolégico tradicional em cacauais da regido, o que
corroboram diversas publicacdes (Delabie, 1990; Majer
et al., 1994; Delabie et al., 2007). A espécie Az.
sericeasur também € considerada importante agente
de controle bioldgico da broca-do-café, no México,
independente da densidade da praga (Morris et al.,
2015). No presente estudo, a baixa frequéncia de Az.
chartifex impossibilitou que qualquer tipo de
associacdo com danos fosse detectavel. Segundo
Majer & Delabie (1993), seu valor como agente de
controle biolégico tem sido ponto de discussdo desde
a época de Bondar (1939), mas que, apesar de
protegerem hemipteros, que potencialmente podem
ocasionar danos as plantas, quando em alta densidade,
essas formigas certamente reduzem substancialmente
populagdes de muitos invertebrados em seu territdrio.
Prova disso € que as arvores que apresentam essa
espécie tém sua producdo aumentada enquanto suas
operarias excluem numerosos insetos (Delabie, 1990).
Assim A. chartifex é uma opg¢do interessante para
programas de controle biol6gico, pois € um predador
eficiente de S. rubrocinctus e Monalonion spp.
(Majer & Delabie, 1993; Medeiros et al., 1999) e
apresenta relacdes negativas com a ocorréncia de
danos aos cacaueiros causados por insetos fitéfagos,
bem como possui um comportamento ativo de predagao
(Medeiros et al., 1995). Numa perspectiva de manejo,
foi a tinica espécie que conseguiu ampliar mais de 10%
da sua drea territorial em cacauais, ao longo de um
ano (Medeiros et al., 1995).

E conhecido que as formigas mais frequentes nos
cacaueiros sdo, em geral, predadoras oportunistas e
generalistas (Delabie et al., 2007). Algumas dessas
espécies, normalmente vistas como boas candidatas a
agentes de controle bioldgico, tais como M. floricola
(Moura et al., 1994; Conceicao et al., 2009), se

mostraram de fato predadoras ineficientes. Formigas
do género Ectatomma sdao comumente conhecidas
como predadoras de amplo espectro (Delabie et al.,
2007; Conceigao et al., 2009), o que se confirmou com
E. tuberculatum. Também considerada como inimigo
natural potencial, a “pixixica” W. auropunctata (Majer
etal., 1994; Way & Bolton, 1997) s6 teve desempenho
regular como predadora. Sob esse aspecto, pode até
ser sugerida como agente de controle bioldgico (vide
Bruneau de Miré, 1969), mas com restri¢des drasticas
em funcdo dos numerosos problemas que ocasiona em
cacauais (Delabie, 1988, 1990; Medeiros et al., 1995;
Delabie et al., 2007).

Observagdes sobre a comunidade de formigas
sugerem que as estratégias a serem sugeridas numa
perspectiva de manejo devem ter em vista as
particularidades das espécies, que, apesar de
apresentarem, as vezes, atributos adequados como
agentes de controle de pragas, possuem numerosas
limitagdes. Qualquer manipulagdo com esse intuito
deveria oferecer um controle bioldgico eficaz durante
todo o desenvolvimento do cacaueiro. O manejo dos
formigueiros de determinadas espécies, por exemplo,
pode ser usado para favorecer uma espécie em
detrimento de outras (Majer, 1976b; Djieto-Lordon &
Dejean, 1999). A substitui¢do de espécies menos
eficientes por mais benéficas poderia promover a
protecao do cacaueiro contra muitas pragas potenciais
(Majer, 1976b), pois ha muitos insetos susceptiveis ao
ataque de uma grande variedade de formigas
predadoras (Leston, 1970; Way & Khoo, 1992). A
ocorréncia de espécies predadoras pode ser um
importante trunfo na prote¢do da planta, manipulando-
se as populagcdes a fim que elas possam manter ou
aumentar seus territorios.

Observamos que, em geral, cacauais novos
apresentam niveis mais baixos de danos do que
plantagdes mais antigas. Nossa interpretagdo € que
as plantas mais jovens ainda ndo oferecem recursos
suficientes para a maioria das pragas ali se desenvolver
(caso das vaquinhas, por exemplo, cujas larvas
certamente nio encontram recursos suficientes no
subsolo). Isso ndo vale para o forrageamento das
formigas cortadeiras que possuem grande capacidade
de se deslocar através da plantagcdo. Portanto, num
ponto de vista de Manejo Integrado de Pragas (MIP),
o uso de pesticidas pode ser recomendado, se
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necessdrio, principalmente em cacauais mais velhos,
na ocasido do surto inesperado e abrupto de
determinadas pragas. De qualquer forma, mesmo que
mudancas sucessivas na organizacao das comunidades
de formigas nao influenciem o controle das principais
pragas do cacaueiro, a ocorréncia e a atividade de
determinadas espécies de formigas contribui para
manter as populacdes dessas pragas em niveis
economicamente aceitaveis.
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INFLUENCIA DE MEIOS DE CULTURA, FOTOPERIODO E pH NO
CRESCIMENTO E ESPORULAGAO DE Phytophthora nicotianae

Anténio Alves Pimenta Neto'?, Edna Dora Martins Newman Luz’, Glducio Dias Gongalves’,
Sonia Maria Alves de Oliveira’

'Programa de Pés-Graduag@o em Fitopatologia (PPGF)/ Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Av. Dom
Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, 52171-900, Recife, PE, Brasil, pimenta_dm@yahoo.com.br,
s.oliveira@depa.ufrpe.br; 2Centro de Pesquisas do Cacau (Cepec)/Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(Ceplac), Rod. Ilhéus-Itabuna, km 22, 45662-000, I1héus, BA, Brasil, ednadora@yahoo.com.br; *Universidade Estadual de
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O comportamento de dois isolados Phytophthora nicotianae foi avaliado em meios de cultura agarisados e
liquidos de cenoura (c), tomate (t), berinjela (b), feijao (f), soja (s), mandioca (m) e suco de vegetais (V8), submetidos
a luz (L), escuro (E) e fotoperiodo de 12h (LE), a 25 £ 2°C. O pH inicial dos meios e apds ajuste para 4,8 foi
correlacionado com o crescimento e esporula¢do nos meios liquidos. Foi avaliada a evolucao radial didria do micélio
e a biomassa produzida apds 10 e 15 dias de incubag@o. A esporulacdo foi ponderada no 10°e 15° dia em cdmara de
Neubauer. Nos meios agarisados, (E) proporcionou os maiores crescimentos, entretanto em todos os regimes de luz
os meios se diferenciaram, destacando-se dos demais os de (m), (b), (t), e (V8) os dois primeiros com os maiores
crescimentos e os dois tltimos com os menores. Os regimes de luz nao influenciaram o crescimento nos meios
liquidos com 10 dias de incubacdo. J4 com 15 dias, o crescimento nos meios (b) (c) (t) e (V8) foi inversamente
proporcional a presenca de luz, que é um fator essencial para a esporulacio. Verificou-se que meios mais dcidos
proporcionam um menor crescimento, mas uma maior esporulacdo para P. nicotianae.

Palavras-chave: oomicetos, zoosporogénese, comportamento fisioldgico.

Influence of culture media, photoperiod and pH on growth and sporulation of
Phytophthora nicotianae. The behavior of two Phytophthora nicotianae isolates was evaluated in agar
and liquid culture media of carrot (c), tomato (t), eggplant (b), soybean (s), cassava (m) and vegetable juice (V8),
submitted to light (L), dark (E) and photoperiod of 12h (LE) at 25 + 2 ° C. The initial pH of the media and after
adjustment to 4.8 was correlated with growth and sporulation in the liquid media. The daily radial evolution of
mycelium and biomass produced after 10 and 15 days of incubation were evaluated. Sporulation was weighted on
the 10th and 15th day in Neubauer chamber. In the agar media, (E) provided the highest growth, however in all light
regimes the media differed, standing out from the others were the ones of (m), (b), (t), and (V8). The first two with
the highest growths and the last two with the lowest. Light regimes did not influence growth in liquid media with 10
days of incubation. At 15 days, growth in media (b) (c) (t) and (V8) was inversely proportional to the presence of
light, but light is an essential factor for sporulation. It has been found that more acidic media provide lower growth,
but greater sporulation for P. nicotianae.

Key words: oomycetes, zoosporogenesis, physiological behavior.
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Introducao

Dentre os fitopatégenos habitantes do solo, um
grupo em especial possui merecido destaque em razao
do seu efeito destrutivo em plantas hospedeiras,
cardter polifago e cosmopolita. Espécies de
Phytophthora podem estar associadas a diversos
orgaos vegetais como folhas, troncos, hastes,
almofadas florais, frutos em qualquer estadio de
amadurecimento, e principalmente a raizes,
ocasionando sintomas tipicos de podriddes radiculares
e tombamento (Luz et al., 2001).

No Brasil, Phytophthora nicotianae Breda de
Hann € relatada como a espécie do género que possui
a maior gama de hospedeiros, sendo patogénica a mais
de 31 espécies vegetais (Luz, 2006), incluindo plantas
aromadticas, ornamentais, medicinais, espécies
florestais, e cultivos agricolas perenes e anuais de
grande importancia econdmica. Apesar desta espécie
estar associada a intimeras plantas incitando doencas,
a dificuldade em conseguir isolados esporulantes, ou
mesmo padronizar condi¢des ideais para a esporulagdo,
¢ um dos principais problemas para o estudo da
patogénese a estes hospedeiros.

A esporulacdo € um processo de diferenciagdo mais
especifico, no qual, estdo envolvidas as células
reprodutivas afetadas por modifica¢des morfoldgicas,
fisiolégicas e bioquimicas (Griffin, 1993). A
luminosidade exerce efeito direto sobre a célula
fingica, induzindo ou inibindo a formacgdo de
estruturas de reproducgio, embora haja algumas
espécies que sdo indiferentes a quantidade e/ou
qualidade da luz (Hawker, 1957). A maioria dos
fungos sensiveis a luz esporula quando expostos a
luz continua, mas alguns, chamados de esporuladores
diurnos, requerem a alterndncia de luminosidade
(Dhingra; Sinclair, 1995). A necessidade de luz para
o crescimento e esporulacdo de fungos € tdo variavel,
que pode ocorrer até mesmo entre isolados da mesma
espécie (Masangkay et al., 2000). Alguns esporulam
melhor na presenca de luz continua ou em escuro
continuo (Cooperman; Jenkins, 1986).

Assim como a qualidade e intensidade luminosa
(Pulz; Massola Jr., 2009), a composi¢do do meio de
cultura e a temperatura determinam a quantidade e
qualidade do crescimento micelial e esporulacdo dos
fitopatégenos (Dhingra; Sinclair, 1995).
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Esporiangios e zodsporos sdo as principais
estruturas responsaveis pela disseminagdo, infecgao
e desenvolvimento das doencas causadas por
Phytophthora (Luz; Matsuoka, 2001), entretanto
a obtencdo dessas estruturas nem sempre &
alcancada nos meios de cultura convencionais
(Abdanur et al., 2003).

Os fungos e os oomicotas requerem uma
variedade de elementos quimicos para se
desenvolverem, portanto para o cultivo em laboratdrio,
€ necessario que os meios de cultura simulem ou até
mesmo melhorem as condi¢des naturais (Pelczar et
al.,1996). Varios meios de cultura foram
desenvolvidos para atender as exigéncias nutricionais
das diferentes espécies de fungos encontrados na
natureza, podendo ser sintéticos, semissintéticos ou
naturais (Menezes; Assis, 2004).

Estudos visando testar meios e métodos de
producio de esporangios e liberacao dos zodsporos
“in vitro”, incluindo a acdo de outros fatores
fisioldgicos, contribuirdo para facilitar os testes de
patogenicidade com P. nicotianae, tornando-os mais
apropriados a realidade do campo, bem como
aqueles que visam o controle da doenca. Com estas
perspectivas, o objetivo do presente estudo foi
fornecer informagdes sobre os efeitos de diferentes
meios de cultura, luminosidade, e pH no crescimento
micelial, e padrdes de esporulagdo de isolados de P.
nicotianae.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Phytophthora do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), da Comissdao Executiva da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC), Ilhéus, Bahia, Brasil.

Obtencao dos isolados

Foram utilizados dois isolados de P. nicotianae
(1365 e 1405) obtidos de tecido vegetal infectado e solos
cultivados com hospedeiros, pertencentes a Colecao
Brasileira de Phytophthora *“Arnaldo Gomes Medeiros™
(CEPEC-CEPLAC). Para a obtencao de culturas novas
e patogenicamente vidveis, os isolados foram inoculados
em frutos de berinjela (Solanum melongena L.) e
reisolados segundo metodologia de Luz et al. (2008).
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Influéncia de diferentes meios de cultura

Sete diferentes substratos foram escolhidos para a
composi¢ao dos meios de cultura com base na literatura
existente e/ou suscetibilidade da espécie vegetal a P.
nicotianae: sementes de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) (f), sementes de soja
(Glycine max L.) (s), frutos de berinjela (b) e de tomate
(t), raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
(m) além de suco de vegetais - V8 (Campbell Soup
Company) (V8), e raizes de cenoura (Daucus carota
L.) (c¢). A excecdo do V8, os substratos foram
submetidos a fervura por 15min em microondas com
dgua destilada, triturados em liquidificador e filtrados
em quatro camadas de gase, de modo a obter meios
liquidos (200 g do substrato; 800 mL de dgua destilada)
e meios agarisados (200 g do substrato; 800 mL de
dgua destilada; 14 g de dgar). Apds o preparo, os meios
foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e vertidos
assepticamente em placas de Petri. Discos de 0,9 mm
de diametro foram retirados dos bordos das coldnias
dos isolados, cultivados por sete dias em cenoura-agar
(CA), e transferidos para o centro de placas de Petri
com os meios supracitados.

Influéncia do fotoperiodo

Os isolados cresceram sob trés condicdes de
luminosidade: luz constante (L), fotoperiodo de 12h
(LE), e auséncia de luz (E). Na iluminagdo continua,
trés lampadas fluorescentes (General Eletric, 40 Watts,
luz do dia), foram posicionadas a cerca de 50 cm acima
das placas (2000 lux), expondo-as aos raios luminosos.
No regime de alternincia luminosa, as placas foram
incubadas em BOD com temperaturas ajustadas para
25°C e 12h de fotoperiodo. A auséncia de iluminagao
foi obtida pelo acondicionamento das placas em caixas
plasticas foscas. O ensaio foi conduzido em ambiente
do laboratério, com temperatura mantida em 25+2°C
e monitorada com aparelhos data loger HOBO®.

Avaliacdo do crescimento e esporulacao

O crescimento radial das coldnias formadas em
meios agarisados foi avaliado diariamente com
paquimetro, em dois sentidos diametralmente opostos
das coldnias para a obtencdo da média, e cdlculo da

taxa de crescimento ao longo de seis dias. Em meios
liquidos, avaliou-se o peso seco da biomassa produzida
apods 10 e 15 dias de incubagdo, com cinco repeti¢cdes/
tratamento. A esporulacdo nos diferentes meios,
liquidos e agarisados, foi avaliada aos 10 e 15 dias de
incubacdo, quantificando os zodsporos em camara de
Neubauer em cinco repeticdes por tratamento. Nos
meios liquidos, ap6s 0 9° e 0 14° dia de incubagao, foi
escorrido o excesso dos meios de cultura, o micélio
lavado com 4gua destilada esterilizada (ADE) e
incubado novamente sob as mesmas condi¢des que
se encontrava por 24h. A obten¢do da suspensdo de
zodsporos, seja nos meios liquidos ou sélidos seguiu
metodologia proposta por Luz et al. (2008).

Influéncia do pH

Ap6s a confeccio dos meios de cultura foi aferido
o pH inicial, e os valores correlacionados com o
crescimento e esporulagdo. A influéncia do pH na
esporulagdo também foi avaliada através do nimero
de zodsporos produzidos apds submissdo da massa
micelial formada nos diferentes meios liquidos ao 14°
dia, em solugdes salinas (NaCl e KH,PO,) com pH
ajustado para 4,8, por 48h. Os valores de pH foram
aferidos a partir de amostras de 15 mL de cada meio
de cultura, com potencidometro previamente calibrado
por solucgdes tampao pH 4,0 e 7,0.

Analises dos dados

O comportamento dos dois isolados de P.
nicotianae foi avaliado apds 10 e 15 dias de incubagao
através de esquema fatorial 7x3 (meios de cultura x
luminosidade), totalizando 21 tratamentos com 5
repeticdes cada. O crescimento micelial nos meios
solidos foi mensurado até a maioria das coldnias
atingirem os bordos das placas (seis dias de cultivo).
Os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado. O crescimento micelial, taxas
de crescimento em meios agarisados, e biomassa e
esporulagdo apés transformagdo (/x+1) foram
submetidas a andlise de variancia pelo teste F (p =
0,01), e comparadas pelo teste de Tukey (p =0,05). A
biomassa e a esporulagdo produzida pelos isolados ao
15° dia de incubacdo foram correlacionadas, através
do coeficiente de Pearson. As andlises foram
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realizadas utilizando a versdo 9 do software SAS® -
Statistical Analysis System (SAS, 2004).

Resultados e Discussao

Os isolados 1365 e 1405 se comportaram de
forma andloga, nao diferindo significativamente ao
apresentar crescimento vegetativo semelhante nos
diferentes meios agarisados ou liquidos, permitindo que
fosse usada a média de crescimento dos dois isolados
para avaliagdo do efeito dos meios e regimes de
Iuminosidade.

Houve efeito do regime de luminosidade no
crescimento dos isolados em diferentes meios de
cultura. No geral, a exce¢do dos meios de cenoura e
mandioca, a auséncia da luz (E) durante todo o tempo
de cultivo e alternincia luminosa de 12h (L/E)
proporcionou uma rapida evolu¢do do didmetro médio
das coldnias comparado aos tratamentos com luz
constante (E) (Tabela 1). Destacaram-se os grupos
formados pelos meios a base de mandioca (m) e
berinjela (b), e tomate (t) e suco de vegetais (V8),
evidenciando sempre os maiores crescimentos nos dois
primeiros e, nos dois ultimos, os menores. Apesar da
menor taxa de crescimento micelial entre o terceiro e
o sexto dia de incubagio, ter sido evidenciada em (m),
este meio induziu a formagdo das maiores colonias
em todas as condicdes. Os regimes de luz pouco
influenciaram o crescimento dos isolados no meio (s),
nao havendo diferencas significativas em relacdo as

Pimenta Neto et al.

varidveis analisadas. O efeito dos regimes de luz foi
mais acentuado quando os isolados foram cultivados
em (V8), manifestando-se desde os primeiros dias de
avaliac@o do crescimento. A taxa de crescimento € o
tamanho da colonia ao sexto dia de incubagdo
demonstram a diferenga na evolucao das coldnias nos
regimes (LE), (E), (L), que proporcionaram, nestes
meios, em ordem decrescente, 0s maiores
crescimentos.

Comparando-se a biomassa seca produzida pelos
isolados com 10 e 15 dias de cultivo, na maioria dos
meios liquidos avaliados observa-se que nao houve um
aumento significativo da biomassa no intervalo de cinco
dias de cultivo, sendo, portanto, apresentados somente
os dados referentes a 15 dias de cultivo. Assim como
nos meios agarisados, os meios e regimes de luz
influenciaram significativamente o comportamento dos
isolados. A presenga de luz retardou o desenvolvimento
das colOnias na maioria dos meios, tendo como
exce¢des o meio (m) por ndo haver diferenca da
biomassa produzida nos trés regimes de luz, e (s) por
proporcionar o maior desenvolvimento da colonia em
alternincia luminosa de 12h. A maior producio de
biomassa ocorreu quando os isolados foram cultivados
em (m), e as menores em (t) e (V8).

O meio de (m) influenciou positivamente o
crescimento dos isolados testados, ao proporcionar os
maiores crescimentos em todos os tratamentos, nos
meios liquidos ou agarisados. Dentre os meios testados,
(m) € o mais rico em carbono por ser composto

Tabela 1. Crescimento micelial de isolados (1365 e 1405) de Phytophthora nicotianae em diferentes meios de cultura, agarisados e

liquidos, sob diferentes regimes de luz, a 25+2°C

Diametro médio da colonia

Meios' TCM? (cm.dia™) CM6* (cm) Biomassa® (g)

ES LES¢ L’ E LE L E LE L
B 1,42 aA 1,32 aA 1,14 bB 9,49 aA 9,50 aA 9,07 aB 0,076 cdA 0,041 dB 0,022 eC
C 1,15cB 1,31 aA 1,34 aA 9,39 aA 9,47 aA 8,87 aB 0,134 cA 0,100 cdB 0,104 cB
F 1,26 bA 1,24 aA 1,15 bB 9,00 bA 8,41 bB 8,52 bB 0,161 bA 0,155 cbAB 0,096 cdB
M 0,87 dC 1,29 aA 1,16 bB 9,50 aA 9,48 aA 9,18 aA 0,397 aA 0,386 aA 0,362 aA
S 1,09 cA 1,13 bA 1,03 bcA 7,95 cA 8,00 cA 8,15 cA 0,173 bB 0,210 bA 0,165 bB
T 1,27 bA 1,30 aA 1,14 bB 7,84 cA 7,58 dA 6,71 dB 0,090 dA 0,074 daB 0,042 deB
V8 1,11 ¢cB 1,29 aA 0,96 cC 7,20 dB 8,05cA  6,00eC 0,091 cA 0,055 dB 0,047 deB
CV (%) 7,44 6,02 7,16

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste
Tukey (p = 0,05)'Meios - B = berinjela; C = cenoura; F = feijdo caupi; M = mandioca; S = soja; T= tomate; V8 = suco de vegetais;
TCM= taxa de crescimento micelial entre o terceiro e sexto dia de incubagdo; *CM6 = crescimento micelial ao sexto dia de cultivo;
“Biomassa = Biomassa seca com 15 dias de cultivo; °E = auséncia de luz; LE = fotoperiodo de 12h; L= luz constante.
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majoritariamente de amido. Vdrias fontes de carbono
sdo utilizadas na suplementacdo de meios de cultivo
para fungos, como frutose, maltose, sacarose, além
da glucose ou dextrose, presente na composicao do
meio BDA (batata-dextrose-dgar), considerado um
meio de rotina na maioria dos laboratérios de micologia.

A composi¢ao dos meios, bem como os regimes de
luz, induz variagdes no micélio aéreo e nas colonias
(Luz, 2006). Neste estudo, os meios mais ricos em
carbono, em auséncia de luz induziram a formagao de
um micélio aéreo denso e cotonoso.

Segundo Hohl (1983), as fontes de alimento t&ém
uma profunda influencia no crescimento, tanto na
extensdo linear ou no aumento da massa celular. Elas
também determinam as chances de sobrevivéncia nas
varias condi¢des ambientais e formam a base para a
reproducdo e germinagdo dos esporos.

Quanto a esporulacdo, houve diferenca significativa
entre o comportamento dos dois isolados de P.
nicotianae testados (ANOVA, Teste F p=0,05), sendo,
portanto, apresentados separadamente os dados
obtidos para cada um deles. A avaliacao foi realizada
aos 10 e 15 dias de crescimento nos diferentes meios
levando em considerag@o apenas concentragdes acima
de 10* zodsporos/mL, sendo a concentragdo minima
de zodsporos utilizada nas metodologias de inoculagao
de Phytophthora spp. (Luz et al., 2008).

Aos 10 dias, os dois isolados apresentaram
esporulagdo abaixo de 10*zodsporos/mL, na maioria
dos meios liquidos avaliados, a exce¢@o dos meios (V8)

e (t), que proporcionaram a esporulacdo maxima para
o isolado 1365 de 1,4 x 10* zodsporos/mL, e para o
isolado 1405 de 5,5 (V8) e 15,8 x 10* zo6sporos/mL
(t). Os regimes de luz influenciaram a esporulagdo
apenas do isolado 1365, no meio (V8). Nos meios
agarisados, também foram identificadas esporulagdes
significativas somente nos meios (V8) e (t), havendo
em (t), um decréscimo no nimero de zodsporos
observados em relacdo a auséncia de luz.

As maiores concentragdes de zodsporos dos dois
isolados foram observadas em culturas com 15 dias
de incubagio, sendo, portanto, apresentados somente
os dados referentes a 15 dias de cultivo (Tabela 2).
Os meios (b), (c), (t), e (V8) foram os Gnicos meios
que proporcionaram esporulac@o nos trés regimes de
luminosidade para o isolado 1405. O meio (m), que
proporcionou o maior crescimento, induziu esporulagao
do isolado 1365 apenas em (L/E) e do isolado 1405
em (L/E) e (L). Nos meios (f) e (s) ndo houve
esporulacdo em nenhum regime de luz. As maiores
concentracdes de zodsporos foram proporcionadas
pelo meio V8 em (E), 1,7 x 10° (isolado 1365) e 1,1 x
106 (isolado 1405).

Como a maioria dos meios apresentou baixa
liberag¢do de zodsporos em 10 dias de incubagdo, nao
foi possivel correlaciond-la com a biomassa. As
excecdes foram os meios (V8) e (t), que
proporcionaram a esporula¢io dos dois isolados em
todas as condicdes avaliadas (Tabela 2). O isolado 1365
apresentou uma correlagio negativa alta, quando

Tabela 2. Produ¢@o média de zodsporos (_x 10*) dos isolados 1365 e 1405 de Phytophthora nicotianae cultivados por 15 dias em
diferentes meios de cultura liquidos e em trés regimes de luz, a 25+2°C

Isolado/Fotoperiodo

Meios! 1365 1405

E? LE3 | CV(%) E LE L CV (%)
B 0,4 bA 2,0 bcA 3,0 bA 17,36 20,8 bA 22,6 aA 10,6 bA 32,23
C - bC 2,4bB 4,4 abA 9,59 1,0cB 2,0 bAB 3,6 bcA 25,11
F - bA - cA -cA - - cA - bA - cA -
M - bB 1,6 bcA -cA 17,05 - cB 4,2 bA 3,8 bcA 24,31
S - bA - CcA -cA - - cA - bA - cA -
T 5,2 bA 2,3 bA 4,0 abA 34,32 18,2 bA 12,4 bA 24,6 aA 33,30
V8 172,6 aA 10,6 aB 5,8 aB 18.78 114,2 aA 19,2 aB 7,6 bB 14,40
CV (%) 28,87 21,17 11,41 32,62 26,08 25,62

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si de acordo com o teste Tukey (p
=0,05). '"Meios - B= berinjela; C= cenoura; F= feijao; M= mandioca; S= soja; T= tomate; V8= suco de vegetais; ’E= auséncia de luz;
SLE= fotoperiodo de 12h; ‘L= luz constante.
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cultivado no meio (V8), e incubado na auséncia de luz
por 10 dias, indicando que quanto menor a biomassa,
maior a esporulagdo, no entanto, como houve um maior
desenvolvimento da col6nia do isolado 1405 nestas
condigdes, a correlaco foi positiva e fraca. No regime
de luz (LE), a correlagao existente entre o crescimento
e a esporulacio produzida pelo isolado 1365 foi ainda
mais alta e significativa, mas esse resultado foi
proporcionado pelo efeito inverso ao da situagao anterior,
devido a maior producdo de biomassa e menor
concentra¢do de zodsporos. A correlagdo do isolado
1405 nestas condicdes também foi fraca. A presenca
de luz durante todo o tempo de cultivo proporcionou ao
isolado 1365 uma baixa esporulacdo e crescimento,
havendo assim correlacdo nula. O isolado 1405
esporulou mais nessas condi¢des, mas teve um
crescimento equivalente ao isolado 1365, gerando uma
correlacdo negativa alta e significativa. No meio (t),
mesmo sendo observada a presenca de quantidades
significativas de zodsporos, ndo houve alta correlagio
entre as varidveis biomassa e esporulacio (Tabela 3).

Pimenta Neto et al.

Poucas correlagdes altas foram identificadas aos
15 dias de incubacdo. Na auséncia de luz, a
biomassa e o nimero de zodsporos produzidos pelo
isolado 1405 evoluiram de forma inversamente
proporcional nos meios (b) e (t), apresentando
coeficientes de correlacdo de -0,845 e -0,936,
respectivamente. A relagdo entre carbono e
nitrogénio é muito importante para o crescimento e
esporulacdo dos fungos; alta concentracdo de
nitrogénio reprime a esporulagdo e esta diretamente
ligada a concentracdo de