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RESUMO

Mudas de progénies de polinizagdo livre de 20 clones de cacaueiro (Theobroma cacao) foram inoculadas com o fungo Ceratocystis
cacaofunesta, agente causal da murcha-de-Ceratocystis, e a resposta avaliada pelo percentual de plantas mortas. Progénies de polinizacao
aberta dos clones TSH1188 ¢ VB1151 foram usadas como padrdes de resisténcia, e de CCN51 e SJ02 como suscetiveis. Foram estimados
contrastes entre estes referenciais e as progénies em estudo, e avaliados pelo teste # de Dunnett (o = 0,05). As progénies apresentaram
diferentes respostas a C. cacaofunesta sendo possivel classifica-las em trés grupos: resistente (FCB01, CSG70, BOBAO1, VB902,
TSH1188, VB1151, PS1319 ¢ MACO1), moderadamente suscetivel (HW25, PM02, FA13, PH15, MO05 e BJ11) e suscetivel (CCN51,
FB206, PH16, SJ02, CCN10 e FSU77).
Palavras-chave: Ceratocystis cacaofunesta, Theobroma cacao, melhoramento genético, selecdo, teste # de Dunnett.

ABSTRACT
Resistance of progenies of cacao to Ceratocystis wilt

Seedlings from open-pollinated progenies of 20 clones of cocoa (Theobroma cacao) were inoculated with the fungus Ceratocystis
cacaofunesta, the causal agent of Ceratocystis wilt, and their response was assessed based on the percentage of dead plants. Open pollinated
progeny of clones TSH1188 and VB1151 were used as standards for resistance, while CCN51 and SJ02 for susceptibility. Contrasts
between these benchmarks and the progenies studied were estimated and evaluated by Dunnett’s 7 test (o = 0.05). The progenies showed
different responses to C. cacaofunesta, and it was possible to classify them into three groups: resistant (FCB01, CSG70, BOBAO1, VB902,
TSH1188, VB1151, PS1319 and MACO1), moderately susceptible (HW25, PM02, FA13, PH15, M05 and BJ11) and susceptible (CCN51,

FB206, PH16, SJ02, CCN10 and FSU77).
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INTRODUCAO

A murcha-de-Ceratocystis, causada por Ceratocystis
cacaofunesta Engelbr. & T.C. Harr. (Engelbrecht &
Harrington, 2005) - uma espécie dentro do complexo
Ceratocystis fimbriata no Brasil (Ferreira et al., 2010;
Engelbrecht et al., 2007) - afeta o cacaueiro resultando na
morte da planta e, consequentemente, reduz a produtividade
da cultura. Esta doenga foi constatada pela primeira vez em
1918 no Equador, e o patogeno identificado inicialmente
como Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. A partir de
1950 foi observada na Coldmbia, Costa Rica, Guatemala,
Haiti, México, Republica Dominicana, Trinidad e Tobago
e Venezuela (Silva et al.,, 2004, 2007; Engelbrecht et al.,
2007). No Brasil foi registrada em 1978 em Rondonia
(Bastos & Evans, 1978), na Bahia em 1997 em enxertos em
viveiro ¢ em 1998 em cacaueiros adultos (Bezerra, 1997;
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Bezerra et al., 1998), e no Espirito Santo em 2001 (Almeida
et al., 2005). O registro mais recente no Brasil foi em 2004,
no Banco de Germoplasma de Cacau da Estagdo de Recursos
Genéticos José Haroldo (ERJOH), no municipio de Marituba,
estado do Para (Bastos & Albuquerque, 2005).

A regido sul do estado da Bahia, principal produtora
de cacau do pais, vem sofrendo elevadas perdas na produgao
desde a constatagdo da vassoura-de-bruxa em 1989 (Pereira
et al., 1989). Esta situagdo foi agravada pela presenca da
murcha-de-Ceratocystis, cujo controle ¢ dificil uma vez que
o fungo infecta o cacaueiro através de ferimentos provocados
por praticas culturais tais como podas e colheitas, movendo-
se através do xilema secundario (Engelbrecht et al., 2007). O
curto periodo entre o aparecimento dos sintomas ¢ a morte da
planta dificulta a ado¢ao de medidas de controle. O progresso
alcangado no melhoramento genético do cacaueiro pode estar
sendo ameagado pelo surgimento desta enfermidade.
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Existindo variabilidade genética (Leal et al., 2008),
o plantio de materiais resistentes constitui o método mais
eficiente e economico para o controle da enfermidade
(Oliveira et al., 2009; Sanches et. al., 2008; Silva et
al., 2004, 2007; Ram et al., 2004). Neste trabalho foram
avaliadas progénies de polinizagao aberta de 20 clones de
cacau quanto a sua resisténcia a C. cacaofunesta.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagao
no Centro de Pesquisa do Cacau - Cepec/Ceplac em Ilhéus,
Bahia, onde foram testadas mudas com quatro meses de
idade de 20 progénies de polinizagdo aberta de clones de
cacaueiro (Tabela 1). Estes clones foram selecionados em
fazendas localizadas em municipios representativos da
regido cacaueira no sul da Bahia, com boas caracteristicas
agrondmicas, indicagdo de resisténcia a Moniliophthora
perniciosa (vassoura-de-bruxa) ¢ alta diversidade genética
(Leal et al., 2008, Lopes et al., 2004).

Os testes de resisténcia das progénies a
C. cacaofunesta foram realizados utilizando-se o isolado
Cf 20, da Micoteca da Secdo de Fitopatologia do Centro
de Pesquisas do Cacau (CEPEC), oriundo de uma area com
alta incidéncia de murcha-de-Ceratocystis em cacaueiro na
Fazenda Oliveira, municipio de Ilhéus, Bahia, uma vez que
Ferreira et al. (2010) e Engelbrecht et al. (2007) relatam a
possibilidade de limitada diversidade genética local, porém
alta diversidade genética entre populagdes de Ceratocystis.
O isolado oriundo dos ascoésporos liberados dos peritécios
foi cultivado em BDA por 12 dias em placas de Petri de
9 mm de didmetro, no escuro ¢ sob temperatura de 25°C,
quando se adicionaram 50 mL de agua estéril na cultura.
A suspensao foi transferida para tubo de ensaio, seguindo-
se agitacdo em vortex a 2000 rpm durante dois minutos.
A suspensao foi filtrada em gaze dobrada quatro vezes e a
concentragao foi ajustada para 3,0 x 10* UFC/mL, contendo
trés gotas/mL de Tween 20.

A inoculag@o no caule das mudas foi realizada em
incisdo realizada com auxilio de bisturi, no sentido horizontal

TABELA 1 - Relag@o dos 20 clones genéticos de cacaueiro avaliados quanto a resisténcia a Ceratocystis cacaofunesta. Médias da
porcentagem de plantas de cacaueiro mortas (%PM) pelo fungo Ceratocystis cacaofunesta. Estimativas dos contrastes entre as médias
das progénies (Médias) e referenciais de resisténcia (TSH1188 e VB1151) e de suscetibilidade (CCN51 e SJ02) para o teste £ de Dunnett

(0=0,05)
Clones Médias Referenciais de resisténcia e de suscetibilidade® Classes Procedéncia
ATSH1188 AVBI1151 ACCNS51 ASJ02
CCNS51 95,4 -59.4 * -57,9 * 0,0 14,1 S Equador
FB206 92,2 -56,3 * -54,7 * -3,1 10,9 S Brasileira/Urug:ucab
PH16 84,4 -48,5 * -46,9 * -11,0 3,1 S Porto Hibrido/Sao José da Vitoria
SJ02 81,3 -45.4 * -43.8 * -14,1 0,0 S Séo José/Itajuipe
CCN10 79,7 -43.8 * -42.2 * -15,7 -1,6 S Equador
FSU77 75,6 -39.6 * -38,1 * -19,8 -5,7 S Santa Ursula/Camacan
HW25 61,0 -25,0 -23,5 -34,4 -20,4 MS Hawai/Ilhéus
PMO02 60,4 -24.5 -22.9 -34,9 * -20,9 MS Primeiro de Maio/Coaraci
FA13 48,5 -12,5 -11,0 -46,9 * -32,9 MS Angola/ Itajuipe
PHI15 47,8 -11,9 -10,3 -47,5 * -33,5 MS Porto Hibrido/S3o José da Vitéria
MO5 47,4 -11,5 -9,9 -47,9 * -33,9 MS Massaranduba/Itajuipe
BJ11 46,9 -11,0 94 -48.5 * -344 MS Bom Jesus/Itajuipe
MACO1 43,8 -7,.8 -6,3 -51,6 * -37,5 * R Santa Vitoria/Itajuipe
PS1319 39,6 -3,6 -2,1 -55,8 * -41,8 * R Porto Seguro/Uruguca
VBI1151 37,5 -1,6 0,0 -57,9 * -43,8 * R Brasileira/Uruguca
VB902 36,6 -0,6 0,9 -58.8 * -44,7 * R Rainha do Sul/Camacan
TSHI1188 36,0 0,0 1,6 -59,4 * -45.4 * R Trinidad e Tobago
BOBAO1 18,8 17,2 18,7 -76,6 * -62,5 * R Santa Monica - Sao Bento/Ilhéus
CSG70 12,5 234 25,0 -82,8 * -68,8 * R Conjunto Serra Grande/Ilhéus
FCBO1 9,6 26,4 27,9 -85,8 * -71,7 * R Santa Monica — Sdo Bento/Ilhéus
Média S° 84,8 -48.8 * -473 * -10,6 3,5
MédiaMS 52,0 7,7 -13.2 -31,7 -42.6
Média R 29,3 31,1 10,3 -55,1 * -66,1 *

iDiferengas entre as médias dos clones e as médias das referéncias para o teste ¢ de Dunnett (¢=0,05, DMS = 34,5%, CV = 31%). Contrastes

significativos sao indicadas por *
®Fazenda/Municipio no Estado da Bahia, Brasil.

‘Média S, média das progénies suscetiveis; Média MS, média das progénies moderadamente suscetiveis; Média R, média das progénies

resistentes.
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acima do primeiro entrend, e com uma pipeta automatica,
depositando-se uma gota com 30 pL do indculo (Oliveira
et al., 2009). Abaixo da incisdo foi colocado uma mecha
de algodao umedecido em agua estéril ¢ em seguida o local
foi envolvido com fita vedante a base de PTFE, para formar
uma camara umida e criar condigdes para o fungo penetrar
e colonizar os tecidos do hospedeiro. Quarenta e oito horas
apos a inoculacdo a fita vedante e o algodao foram retirados
para melhorar a aerag@o do local inoculado.

Aos 32 dias apdés a inoculagdo avaliou-se a
porcentagem de mudas mortas (% PM) das progénies. A
resisténcia relativa das progénies foi avaliada comparando-
se suas respostas com as de progénies de polinizagio aberta
de dois clones resistentes (TSH1188 ¢ VB1151) e de dois
suscetiveis (CCN51 e SJ02)

O delineamento experimental adotado foi em blocos
ao acaso, com 20 progénies de cacaueiro (tratamentos) e 4
repeti¢des de 16 mudas, perfazendo um total de 64 mudas
por tratamento. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se 0 PROC ANOVA do SAS (Statistical Analysis
System), versdo 9.2. Para o agrupamento dos clones
utilizou-se o teste ¢ de Dunnett (1955) (o= 0,05), tomando-
se como referéncia de suscetibilidade a média das progénies
dos clones CCN51 e SJ02, e de resisténcia a média das
progénies dos clones TSH1188 ¢ VB1151 (Sanches et al.,
2008; Silva et al., 2004, 2007) .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificar a existéncia de variabilidade de
resposta entre as progénies de cacaueiro inoculadas com
C. cacaofunesta, os dados de porcentagem de plantas mortas
(%PM) foram submetidos a analise de variancia. O teste F
para o efeito de progénie (Pr > F <0,0001) evidenciou a
possibilidade de diferencia-las, com a possivel indica¢ao
de genotipos resistentes para o programa de melhoramento
genético do cacaueiro.

As estimativas das médias de porcentagem de
plantas mortas (%PM) de cada progénie sdo apresentadas na
Tabela 1, onde também sdo apresentadas as estimativas dos
contrastes entre os referenciais de suscetibilidade (CCNS51
e SJ02), de resisténcia (TSH1188 ¢ VB1151) e as médias
das progénies em estudo. S3o apresentadas, também, as
classificagdes das progénies segundo as suas reagdes sob
infeccdo de C. cacaofunesta, avaliadas em fase de muda.

Para avaliar a resisténcia relativa das progénies,
empregaram-se dois clones comparadores resistentes
(TSH1188 e VBI1151) e dois comparadores suscetiveis
(CCN51eSJ02). Os contrastes entre as médias das progénies
avaliadas e as médias dos comparadores resistentes
(ATSH1188 e AVB1151) (Tabela 1) evidenciaram (DMS
Diferenga Minima Significativa>34,5%) as progénies
cujas reacdes diferiram dos comparadores resistentes e
foram, portanto, consideradas suscetiveis. Assim, os clones
CCN51, FB206, PH16, SJ02, CCN10 e FSU77, com
%PM média S = 85%, foram identificados como suscetiveis.
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Por outro lado, valores absolutos de ATSH1188 e AVB1151
menores que a DMS (<34,5%) evidenciaram as progénies
com mesmo padriao dos referenciais de resisténcia. Desta
forma as progénies HW25, PM02, FA13, PH15, M05, BJ11,
MACO1, PS1319, VB1151, VB902, TSH1188, BOBAO1,
CSG70, FCBO1 foram classificadas como resistentes, com
%PM média = 39%.

As resisténcias relativas das progénies também
foram comparadas com os referenciais de suscetibilidade
CCNS51 e SJ02, a partir dos contrastes entre as médias destas
progénies ¢ as médias das progénies avaliadas (ACCN51
e ASJ02) (Tabela 1). Contrastes com valores absolutos
maiores que a DMS (>34,5%) evidenciaram as progénies
com reagdes diferentes dos comparadores suscetiveis e que
foram, portanto, consideradas resistentes.

Enquanto os padrdes de resisténcia foram
convergentes, os padrdes de suscetibilidade CCN51 e SJ02
discriminam os clones de formas diferentes. Os contrastes
com CCN51 (%PM = 95,4%) evidenciaram 13 progénies
resistentes com média de %PM = 37,3%, e os contrastes
com SJ02 (%PM = 81,3%) evidenciaram oito progénies
resistentes: MACO1, PS1319, VB1151, VB902, TSH1188,
BOBAOI1, CSG70, FCBO1, com média de %PM = 29,3%
(Tabela 1). Assim, neste estudo, a progénie do clone SJ02
possibilitou identificagdo mais rigorosa das progénies
resistentes. Da mesma forma, valores absolutos de ASJ02
menores que a DMS (<34,5%) evidenciaram as progénies
que ndo diferem dos padroes de suscetibilidade. Assim, as
progénies CCN51, FB206, PH16, SJ02, CCN10, FSU77,
HW25, PM02, FA13, PH15, M05, BJ11 foram classificadas
como suscetiveis, com média de %PM = 68,4%.

Verifica-se assim que os referenciais de resisténcia
(TSH1188 ¢ VB1151) e de suscetibilidade (CCN51 e SJ02)
agrupam as progénies em ‘suscetiveis’ e ‘resistentes’ de
formas diferentes. Enquanto os referenciais de resisténcia
evidenciaram 14 progénies resistentes, com média de
%PM = 39%, o referencial de suscetibilidade CCN51
evidenciou 13 progénies resistentes, com média 37,3%, e o
SJ02 evidenciou oito progénies resistentes com a média de
%PM = 29,3% (Tabela 1).

Na identificagdo das progénies suscetiveis, enquanto
os referenciais de resisténcia evidenciaram seis progénies
suscetiveis com média de %PM = 85%, o referencial de
suscetibilidade SJ02 evidenciou 12 progénies suscetiveis
com média 68,4%, ¢ o CCN51 evidenciou sete progénies
suscetiveis com média 81,4%. Observa-se, entdo, que
os referenciais de resisténcia TSH1188 e VB1151 foram
mais apropriados para identificar as progénies suscetiveis,
enquanto os referenciais de suscetibilidade SJ02
(especialmente) e CCNS51 foram mais apropriados para
identificar as progénies resistentes.

Portanto, verifica-se que o teste # de Dunnett foi mais
adequado para a selegido de gendtipos com reagdes diferentes
das reagoes dos referenciais utilizados. Desta forma, em
estudos de selecdo de genotipos resistentes sugere-se a
comparacdo dos genotipos de interesse com referenciais
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de suscetibilidade, desde que apresentem comportamento
moderado de suscetibilidade, com média no terceiro quartil,
por exemplo. No entanto, se a avaliagdo visa também
identificar os genétipos mais suscetiveis ¢ importante a
comparagdo com referenciais de resisténcia que apresentem
valores médios de resisténcia no primeiro quartil, por
exemplo. N@o obstante, ¢ importante salientar que como
ndo se pode garantir, a priori, o desempenho relativo dos
referenciais de suscetibilidade ou de resisténcia, a adogao
de mais de um referencial em cada categoria de reacdo ¢
desejavel, para que a discriminacdo entre os gendtipos seja
satisfatoria.

O método analitico utilizado possibilitou, entdo,
evidenciar a existéncia de um grupo de progénies
suscetiveis, com reagdes diferentes dos referenciais de
resisténcia TSH1188 ¢ VB1151: progénies CCN51, FB206,
PH16, SJ02, CCN10 e FSU77, com média de %PM =
84,8%; outro grupo de progénies resistentes, com reagdes
diferentes do referencial de suscetibilidade SJ02: progénies
MACOI1, PS1319, VB1151, VB902, TSH1188, BOBAOI,
CSG70, FCBO1I, com média de %PM = 29,3%; e um
terceiro grupo de progénies, com respostas intermediarias,
classificadas como ‘moderadamente suscetiveis’: progénies
HW25, PMO02, FA13, PH15, M05, BJ11, com média de
%PM = 52,0% (Tabela 1).

A suscetibilidade das progénies CCN51, PHI6,
SJ02, CCN10 a C. cacaofunesta também foi observada por
Sanchez et al. (2008) em mudas propagadas por estaquia,
indicando que estes genotipos ndo devem ser utilizados
como porta-enxertos ou propagados por estaquia, com forte
indicacdo de cuidados especiais quanto a suscetibilidade
a C. cacaofunesta. Outros autores também encontraram
niveis elevados de resisténcia para as progénies de
polinizag@o livre dos clones VB1151, TSH1188 (Oliveira
et al., 2009; Silva et al., 2007) e PS1319 (Oliveira et al.,
2009). Sanches et al. (2008), avaliando mudas propagadas
por estaquia dos clones TSH1188 e¢ VB1151, também
identificaram elevado nivel de resisténcia destes clones até
0 43¢ dia ap6s a inoculagdo, o que sugere que estes clones
podem ser utilizados tanto em propagacdo por estaquia
quanto para uso como porta-enxerto. Assim, os clones que
originaram estas progénies resistentes sdo indicados como
fontes de resisténcia a C. cacaofunesta nos programas de
melhoramento genético do cacaueiro, como porta-enxerto e
para propagacao vegetativa por estaquia.

Dentreasseisprogéniesconsideradasmoderadamente
suscetiveis (HW25, PMO02, FA13, PHI15, MO0S5, BJ11),
Oliveira et al. (2009) observaram resultados semelhantes
para a progénie de PH15. Contudo, Sanches et al. (2008)
observaram que o clone HW25, propagado vegetativamente
por estaquia, comportou-se igualmente suscetivel aos clones
SJ02, CCNS51 e PH16, o que, em principio, contradiz os
resultados observados neste trabalho.

Havendo interesse em recomendar os clones
cujas progénies foram identificadas como suscetiveis ou
moderadamente suscetiveis (e.g. por apresentarem elevada
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produtividade) eles devem ser propagados vegetativamente
via enxertia acima de 70 cm do solo, € ndo devem ser
utilizados como porta-enxertos.
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