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RESUMO

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Compatibilidade somitica e
patogenicidade de Crinipellis sp. Lavras: UFLA, 2001. 61p. (Dissertagao -
Mestrado em Fitopatologia)*

Crinipellis perniciosa é o agente causal da doenca vassoura-de-bruxa no
Brasil e em paises da América do Sul e Panama, onde o cacaueiro esta sendo
cultivado. Estudos sobre a vanabilidade de C. perniciosa sdo recentes e
iniciaram-se a partir da necessidade de se buscar informagdes para subsidiar
programas de melhoramento genético do cacaueiro. A recente quebra da
resisténcia em materiais genéticos distribuidos aos produtores chamou a atengéo
para estudos mais especificos sobre a variabilidade do patogeno. O objetivo
proposto neste trabalho foi averiguar a existéncia de variabilidade fisiologica e
patogénica entre isolados de C. perniciosa. Os experimentos foram realizados
em casa-de-vegetagio e no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Patégeno do
DFP/UFLA, MG, Brasil. O estudo da diversidade genética utilizando o teste de
compatibilidade somatica (SCG) entre 7 isolados polisporicos de C. perniciosa
provenientes de diferentes Estados brasileiros (AM, PA, MG, BA) e diferentes
hospedeiros (Theobroma cacao L., Theobroma grandiflorum, Theobroma
bicolor, Herrania sp., Solanum lycocarpum e Heteropterys acutifolia), através
das reagdes de compatibilidade e/ou incompatibilidade possibilitou agrupar os
isolados em dois grupos: i) grupo formado pelos isolados da Bahia e Amazénia e
ii) grupo formado pelos isolados de Minas Gerais. O estudo mostrou a
similaridade genética entre o isolado de cacau de Santo Amaro (BA) e de
cupuagu (AM), sendo observado uma grande diversidade genética de C.
perniciosa proveniente dos diferentes Estados e hospedeiros. A existéncia de
possiveis formae speciales do fungo foi estudada através de testes de
patogenicidade em cacau comum e Catongo, Theobroma bicolor e T.
grandiflorum. Noventa dias apés a inoculagdo, foi avaliada a incidéncia da
vassoura-de-bruxa. Os isolados de cacau comum e de cupuagu foram
semelhantes na capacidade de infectar todos os genétipos. O isolado de cip6 foi
patogénico apenas a cupuagu e Catongo. O isolado de lobeira foi patogénico
somente em cupuagu. Os gendtipos de cacau comum e Catongo foram os mais
suscetiveis aos isolados testados.

* Comité Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador),
Paulo Sérgio Bevilaqua de Albuquerque - CEPLAC/ERJOH.



ABSTRACT

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Somatic compatibility and
pathogenicity of Crinipellis sp. Lavras: UFLA, 2000. 61 p. (Dissertation —
Master Program in Phytopathology)

Crinipellis perniciosa is the causal agent of witches’ broom disease in
Brazil and in countries of South America where the cocoa tree is being
cultivated. Studies about the variability of C. perniciosa are recent and they
started from the need of information to subsidize programs of genetic
improvement of cocoa. The recent break down of the resistance of genetic
materials distributed to the producers lead to the attention for more specific
studies of variability of the pathogen. The objective proposed in this work was
to investigate the existence of physiological and pathogenic variability among C.
perniciosa isolates. The experiments were accomplished in greenhouse and in
the Laboratory of Plant Disease Resistance of DFP/UFLA, MG, Brazil. Study of
the genetic diversity using the test of somatic compatibility (SCG) among 7
multisporic isolates of C. perniciosa from different Brazilian States (AM, PA,
MG, BA) and different hosts (Theobroma cacao L., Theobroma grandiflorum,
Theobroma bicolor, Herrania sp., Solanum lycocarpum and Heleropterys
acutifolia), through the reactions of compatibility or incompatibility made it
possible to group the isolates as follow: i) group formed by the isolates from
Bahia and the Amazonian region and ii) group formed by the isolates from
Minas Gerais state. The study showed the genetic similarity between the isolate
of cocoa from Santo Amaro (BA) and of cupuagu (AM), being observed a great
genetic diversity of C. perniciosa from different States and hosts. The existence
of possible formae speciales was studied through pathogenicity tests on cocoa
Cv. Comum and Catongo, Theobroma bicolor and T. grandiflorum.. Ninety days
afier inoculation, it was evaluated to the witche’s broom disease incidence.
Cocoa and cupuagu isolates were similar in the capacity to infect all genotypes
tested. Heteropterys acutifolia isolate was pathogenic only to cupuagu and cocoa
cv. Catongo. Cocoa common and Catongo genotypes were the most susceptible
to the tested isolates.

* Guidance Committee: Mério Licio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor), Paulo Sérgio Beviliqua de Albuquerque — CEPLAC/ERJOH.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O parasitismo é uma estratégia de vida que conecta os mais diversos
organismos. Esta estratégia permite estabelecer intimas relagdes, no ambito
genético, entre parasitas e hospedeiro, de tal modo que modificagdes genéticas
na populagio de um dos componentes do patossistema sdo acompanhadas
geralmente por modificagbes genéticas na populagéo do outro. Este mecanismo
de equilibrio também é conhecido como coevolugdo. Parasitas e hospedeiros
estio em uma guerra evolutiva continua, cujos elementos caracteristicos sdo o
aparecimento de um mecanismo inédito de defesa em uma determinada
linhagem do hospedeiro € a subsegiiente evolugio de um mecanismo
complementar de ataque em uma linhagem do patégeno ou vice-versa. Uma das
condigdes essenciais para que a evolugdo trilhe seus rumos ¢ a existéncia da
variabilidade genética, tanto em hospedeiros quanto em patdgenos (Camargo,
1995).

O uso indiscriminado de defensivos agricolas, o estreitamento da base
genética na cultura do cacau, a modificagio do ambiente pelo homem e a
pressio de selegdo exercida no patossistema Crinipellis perniciosa x cacaueiro
tém provocado o surgimento de novos bidtipos do patdgeno, mais agressivos,
capazes de burlar os programas de melhoramento genético desenvolvidos nas
mais diversas instituicdes de pesquisa do Brasil, quebrando inclusive a
resisténcia de gendtipos considerados resistentes, aumentando as perdas
quantitativas e qualitativas na produgéo (Andebrhan ef al., 1998).

Atualmente os programas de melhoramento genético do cacaueiro em
desenvolvimento buscam genétipos resistentes, que reiinam atributos como alta

produtividade, resisténcia a pragas e doengas ¢ alta qualidade do produto, dentre



outros. Esses programas, aliados a formas alternativas de manejo, como a
indugdio de resisténcia, constituem atualmente o caminho mais seguro para o
incremento de produgdo da lavoura. Programas de melhoramento genético
visando resisténcia, em uma espécie perene agredida por um patégeno de ampla
variabilidade, devem fundamentar-se em fatores estdveis , ¢ para a manipulagéo
desses fatores é necessdria a compreensio global dos elementos do inter-
relacionamento hospedeiro-patégeno. O conhecimento da etiologia ¢ da
variabilidade de Crinipellis sp. é importante para explicar o comportamento da
doenga ¢ para que se estabelegam medidas adequadas de controle, além de
subsidiar outros estudos, como da patogénese, selecio de material genético
resistente e epidemiologia.

As primeiras evidéncias experimentais da variagio genética de C.
perniciosa de diferentes paises foram demonstradas por Wheeler e Mepsted
(1988), que determinaram a existéncia de dois grupos de patdtipos em cacau: o
grupo de isolados do Equador, Colombia ¢ Bolivia ¢ o grupo do Brasil,
Venezuela e Trinidad-Tobago. A susceptibilidade de fontes de resisténcia dos
clones Scavina no Equador e, mais recentemente, em algumas partes do Brasil,
como Pard, Amazonas ¢ Rondonia, também foi um fato atribuido as variagdes
genéticas nas populagdes do patégeno desses Estados (Andebrhan et al., 1998).

Os objetivos propostos neste trabalho sfio: estudar a diversidade
genética entre os isolados polispéricos de C. perniciosa procedentes de
diferentes regides e hospedeiros através da técnica de compatibilidade somatica;
verificar a variabilidade patogénica de C. perniciosa, através de estudos de

patogenicidade, observando a possivel existéncia de formae speciales do fungo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etiologia de Crinipellis sp.

O fungo Crinipellis perniciosa Stahel (Singer), o agente causal da
vassoura-de-bruxa, vem gerando sérios problemas fitopatologicos para a cultura
do cacau no Brasil. Pertence & divisio Eumycota, subdivisio Basidiomycotina,
ordem agaricales e familia Tricholomataceae. A familia Tricholomataceae ¢
constituida de espécies com basidiomas pileados, estipitados, lignicolas, os
quais siio capazes de reativagio apos o secamento quando sdo umedecidos (Luz
et al., 1997). C. perniciosa ¢ um fungo hemibiotrofico com dois tipos de
micélio: em tecidos ainda verdes, o micélio ¢ espesso com 5-8 pum, biotrofico ou
parasitico e sem a formagdo de grampo de conexdo, crescendo
intercelularmente. Quando as vassouras secam, 0 micélio torna-se saprofitico ou
necrotrofico, cresce inter e intracelularmente, sendo menos espesso (1,5-5 pm) e
apresentando grampo de conexdo (Evans, 1980). A formagdo do grampo de
conexio em hifas de cultura monospoéricas, a dicariotizagdo de hifas
monocaridticas derivadas de um unico basidio uninucleado e a produgdo de
basidiocarpos a partir de culturas monosporicas indicam que C. perniciosa ¢ um
fungo primariamente homotélico (Purdy et al., 1983; Griffith ¢ Hedger, 1994).

A temperatura Otima para a germinagio e desenvolvimento de C.
perniciosa varia em torno de 25°C, com os limite minimo e méximo entre 15 e
30°C (Baker ¢ Holliday, 1957). A germinagiio dos esporos ¢ uma das fases mais
delicadas para a sobrevivéncia do patégeno e, portanto, para a continuidade do
ciclo de vida. E controlada por uma série de fatores, tanto genéticos quanto
ambientais (Bastos, 1989). Como regra geral, apdés a germinagdo dos
basidiosporos formam-se apressorios, hifas infectivas que penetram no
hospedeiro via abertura estomatal ou através de penetragdo direta (Baker e

Holliday, 1957). Ap6s a penetragio dos basidiosporos nos tecidos



meristematicos, ocorre a formagdo dos sintomas caracteristicos da doenga, como
hiperplasia e hipertrofia, que resultam do desequilibrio hormonal durante a
interagfio patogeno-hospedeiro, com formagdo anormal de frutos, almofadas
florais e brotos vegetativos (Evans, 1978). Com a morte destes tecidos, o fungo
persiste como saprofita, muitas vezes por virios anos, produzindo
periodicamente os corpos de frutificacdo, os basidiocarpos (Bastos, 1989). A
produgdo de basidiocarpos ¢ favorecida pela ocorréncia de dias chuvosos,
seguidos por dias secos ou vice-versa, € o periodo de produgdo ¢ dependente das
condigdes climaticas de cada regido (Dalla Pria e Camargo, 1997).

O ciclo de vida do fungo compreende uma fase parasitica alternada com
uma fase saprofitica. Pegus (1972), citado por Bastos (1989), postulou a teoria
dual e micelial para explicar como o fungo existe em diferentes estados
miceliais, € que o micélio primério, monocariético (ou homocarion), representa
a fase biotréfica, enquanto a fase necrotréfica ¢ induzida pelo micélio
secundério, dicari6tico (ou heterocério). O monocario se desenvolve da
germinagdo de um esporo sexual simples. O dicario predomina na natureza ¢ ¢ 0
micélio a partir do qual desenvolvem-se os corpos de frutificagdo.

O micélio monocaridtico da fase parasitica depende do tecido vivo do
hospedeiro, no qual o fungo cresce com a planta e obtém nutrientes das células
vivas para sustentar seu crescimento e desenvolvimento (Bastos, 1990).
Entretanto, quando os nutrientes soliveis tendem a se tornar limitantes, o
crescimento torna-se inibido, e o fungo invade, coloniza ¢ mata os tecidos,
obtendo seus nutrientes necrotroficamente, usando seu arsenal enzimético
através de enzimas degradativas tipicas de um parasita facultativo (Evans, 1981;
Nakayama, 1995). O micélio do fungo néo ¢ infectivo, somente os esporos sdo

aptos a induzir doengas.



2.2 Variabilidade de hospedeiros para Crinipellis sp.

Crinipellis perniciosa infecta plantas dos géneros Theobroma e
Herrania da familia Sterculiaceae e alguns hospedeiros pertencentes as familias
Solanaceae e Bixaceae (Bastos ¢ Andebrhan, 1986). A variabilidade do
patégeno de diferentes hospedeiros foi estudada por vérios autores (Bastos e
Evans, 1985; Andebrhan, 1986; Bastos ef al., 1988; Andebrhan et al., 1998). As
primeiras pesquisas realizadas na Amazdnia brasileira fazem referéncia a
existéncia de trés bidtipos do patégeno: (i) bidtipo do cacau (T. cacao), cacaui
(T. speciosum) e cupui (T. subicanum; (ii) biotipo do cupuagu (7. grandiflorum)
e (iii) bidtipo das solaniceas (Bastos et al., 1988).

Com base na grande variedade de hospedeiros citada pela literatura,
quatro classes de C. perniciosa 1ém sido distinguidas: o tipo Sterculiaceae
(biétipo C), que infecta predominantemente os géneros Theobroma sp. ¢
Herrania sp. (Evans, 1978; Bastos er al., 1988); o tipo Solanaceae (bidtipo S)
(Bastos ¢ Evans, 1985; Bastos et al., 1988); o bi6tipo L ou liana saprofitico
(cip6), que coloniza substratos vivos ou mortos (Evans, 1978; Hedger et al.,
1987); e o bistipo B, atacando os hospedeiros de Bixaceae (Hedger, 1993).

No Estado da Bahia, segundo Luz er al. (1997), além de T. cacao, T.
sylvestris € Herrania sp. destacam-se os seguintes hospedeiros: S. paniculatum
Linn. (jurubeba), S. gilo Raddi. (jild), S. stipulaceum Wild. Ex Roem & Schutt.
(caigara), S. melongena Linn. (berinjela), Solanum sp. (sem nome vulgar), além
de Capsicum annuum Linn, (pimentdo), C. frutescens Linn. (pimenta malagueta)
e Athenaea aff. pogogena (Moric.) Sendt. (sem nome vulgar). J& a espécie
Stigmaphyllon sp. A. Juss., um cip6 silvestre, ¢ o Unico hospedeiro do fungo
encontrado na familia Malpighiaceae na Bahia até entdo.

Na Amaz6nia, centro de origem do cacaueiro, ocorrem outras plantas
hospedeiras de C. perniciosa, como as do género Theobroma (T. grandiflorum

(Willd ex Spren.) Schum.) (cupuagu), Theobroma bicolor Humbl. & Bompl.



(cacau-do-peru), T. obovatum, T. microcarpum, T. subincanum, T. speciosum ¢
Herrania (H. albiflora, H. nitida e H. purpurea), Bixa orellana Linn. (urucum)
¢ alguns cipds da familia Bignoniaceae, além de vérias espécies de solanaceas,
entre elas Lycopersicon esculentum (tomate) e Capsicum annuum cv. grossum
(pimentiio) (Bastos e Evans, 1985; Bezerra, 1994). Recentemente foi relatado
mais um cip6 da familia Malpighiaceae, Mascagnia cf. sepium Vell., conhecido
vulgarmente como “cipé malandro”, porém testes de patogenicidade com
isolados provenientes deste cip6, quando inoculados em plantulas de cacaueiro,
ndo mostraram patogenicidade (Bastos et al., 1998).

Nos Estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais, mais precisamente na
Zona da mata e Sul do Estado, as espécies Solanum cernuum (brago-de-
preguica) e S. lycocarpum (lobeira) foram detectadas infectadas por espécies de
Crinipellis muito semelhantes a C. perniciosa (Evans e Barreto, 1996; Resende
et al., 2000). Além destas solaniceas, um cipé da familia Malpighiaceae,
Heteropterys acutifolia A. Juss., foi encontrado com sintomas tipicos de
vassoura-de-bruxa em matas de galeria nos municipios de Itumirim e Lavras, Sul
de Minas Gerais. Este cipé apresenta um nimero considerdvel de ramos
inchados e com brotamentos laterais, que secam posteriormente, ¢ quando
submetidos a condi¢des de temperatura e umidade alternados produzem
basidiocarpos (Resende er al., 2000).

Ap6s um levantamento (1996-1998) realizado por Pereira et al. (1999),
nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte, Nordeste e Distrito Federal, visando a
detecgdo de plantas de Solanum lycocarpum e S. grandiflorum var. setosum
afetadas por C. perniciosa, foi encontrada a associagfo planta-fungo nos Estados
de MG, RJ, GO, MS, MT, TO, RO e no DF. No Estado da Bahia (RegiGes Sul,
Extremo Sul e Reconcavo), PA ¢ AM, ndo foram encontradas plantas desses
géneros afetadas. Essa ampla distribuigio da associagio mostra a grande

variabilidade do fungo, presente em genétipos distintos, em diferentes



localidades. Quanto & ampla variabilidade do fungo a estes hospedeiros
alternativos, pode-se observar que, geograficamente, as espécies das familias
Solanaceae e Malpighiaceae estdo distribuidas nas 4reas de cerrados e matas de
galerias desde o Estado do Tocantins até Minas Gerais.

Investigagdes feitas por Evans e Barreto (1996) sobre a variabilidade
patogénica de Crinipellis sp. no Estado de Minas Gerais detectaram quantidades
abundantes de vassoura-de-bruxa com basidiocarpos tipicos de C. perniciosa,
encontradas em drvores nativas da espécie, Solanum cernuum Vell. (sem nome
vulgar), numa floresta nas proximidades do municipio de Vigosa, a 900 Km do
Estado da Bahia, fora do ecossistema da floresta Amazbnica, que esta separada a
cerca de 3000 quilémetros. Os autores puderam concluir que esta espécie de
solanaceae & hospedeira natural e que o fungo ¢ silvestre para a regido mineira,
possivelmente devido a sua insignificincia econdmica nesse Estado.

Griffith et al. (1994) ¢ Evans e Barreto (1996) sugerem que C.
perniciosa proveniente de hospedeiro(s) alternativo(s) poderia(m) ter sido ofs)
ancestral(is) do biétipo que se especializou em atacar o cacaueiro, uma vez que
estes bidtipos parecem ser de origem recente. Os autores defendem que estes
ancestrais certamente estariam no mesmo nicho ecolégico do cacaueiro, ou seja,
a floresta tropical imida.

E possivel que novos trabalhos reforcem a hipétese de que estes
hospedeiros naturais passaram a servir de “pontes” para a entrada do fungo na
regido cacaueira da Bahia, contrariando a hipétese de introdugdo feita por
agentes naturais, assunto examinado por Aragundi ef al. (1988), ou pelo homem,
via introdugiio de materiais vegetais contaminados (Pereira ef al., 1989), que é a

hipétese mais citada, todavia néio comprovada cientificamente.



2.3 Estudos de variabilidade em Crinipellis sp.

De acordo com Allard (1971), a primeira demonstragdo clara da
existéncia de diferentes estirpes, com relago a patogenicidade, mesmo quando
impossivel diferencid-las morfologicamente, foi feita por Eriksson, em 1894, ao
observar que o fungo da ferrugem da haste do trigo néio produzia infeccdo em
aveia, no centeio e em outras gramineas. Posteriormente, o autor estabeleceu
que cada uma das colegdes de indculos obtidos relacionava-se a uma série de
caracteristicas de hospedeiros, atacando centenas de espécies, mas outras n#o.
Com base nessa verificagio, definiu formae speciales de Puccinia graminis por
suas diferentes propriedades fisiologicas, expressas nas propriedades
patogénicas especificas, segundo os diferentes hospedeiros ou espécies.

A variabilidade genética em fungos pode ocorrer por mutagdo, o
principal mecanismo gerador de novos genes, uma vez que permite a criagdo de
novas seqiiéncias nucleotidicas, por recombinagdo meibtica, destacando-se
como o principal mecanismo amplificador da variabilidade, por recombinagdo
parassexual, a qual pode explicar diversos fendmenos em fitopatologia,
incluindo a emergéncia de novas ragas fisiologicas; e por heterocariose,
fendmeno observado em alguns fungos fitopatogénicos (Casela ¢ Guimardes,
1996).

Apesar do fungo C. perniciosa ser descrito originalmente como um
patégeno da espécie Theobroma, virios estudos de patogenicidade tém
demonstrado a grande variabilidade do fungo em paises da América do Sul.
Assim, entre os tipos de C. perniciosa encontrados sobre T. cacao (bibtipo C),
Wheeler ¢ Mepsted (1981) demonstraram que as populagdes de C. perniciosa
origindrias do Equador diferem consideravelmente em patogenicidade e taxa de
crescimento micelial. Tais diferengas foram acompanhadas pela formagio de

zona de transigdo quando dicérions de diferentes reas foram confrontados com



as outras formas encontradas sobre cacau em Trinidad Tobago e no Brasil
(Hedger et al., 1987).

Pesquisas conduzidas por Andebrhan (1986), com isolados obtidos de
vassouras secas coletadas em plantagdes comerciais de 13 diferentes pontos
geogrificos na Amazénia, foram realizadas através da taxa de crescimento
micelial, reagdes bioquimicas, estudos de compatibilidade somatica ¢ testes de
patogenicidade. Os isolados utilizados foram classificados em 4 grupos,
conforme a regido de coleta, a saber: grupo 1, 2, 3 e 4. Os isolados provenientes
de hospedeiros alternativos mostraram reagdes diferentes quando comparados
com os isolados de T. cacao (cacau), com excegdo de liana (cipd). Ja os isolados
de T. grandiflorum (cupuagu) e Solanum rugosum (jugara) foram idénticos.
Embora os testes de patogenicidade realizados em mudas, segundo o autor, néo
tenham sido conclusivos, o isolado de Santarém/PA (grupo 4) demonstrou ser o
mais virulento e o de Cameta/PA (grupo 3), 0 menos virulento.

Diferentes grupamentos geogréficos de isolados de C. perniciosa t€ém
sido baseados em caracteristicas morfolégicas e culturais, compatibilidade
somética (SCG), andlises moleculares e reagdes bioquimicas em Theobroma
cacao ¢ outros Theobroma sp. (Hedger et al., 1987; Andebrhan, 1988; Bastos et
al., 1988; Wheeler e Mepsted, 1988). Variantes saprofiticas t€m sido observadas
em C. perniciosa e agrupamentos de compatibilidade somdtica e caracteres
morfolégicos estdio sendo usados para auxiliar na deteccio de variabilidade.
Entretanto, Laker ¢ Mota (1990) relataram, num estudo entre isolados de 10
localidades em Trinidad, que ndo foi possivel diferencia-los com base apenas
em caracteristicas morfolégicas, devido & grande semelthanga entre os isolados
utilizados.

Andebrhan e Furtek (1994) analisaram similaridades genéticas entre
oito isolados de C. perniciosa, provenientes de vassouras secas, coletados em

Belém (PA), a partir de varios géneros e espécies das familias Sterculiaceae,



Solanaceae ¢ Bixaceae, usando 177 locos RAPD, dos quais 56 foram
polimérficos. Os resultados indicaram que a proximidade genética, para a
determinagdo da relagio genética entre isolados, ¢ mais importante que as
espécies de plantas hospedeiras. Eles também observaram que padrées de
bandas RAPD entre basidiocarpos na mesma vassoura foram similares,
entretanto, foram detectadas diferencas entre padrdes de bandas de culturas
monospéricas do mesmo basidiocarpo, demonstrando que o fungo C. perniciosa
¢ muito varidvel.

O trabalho de Yamada ef al. (1998), também utilizando a anélise de
RAPD para sete isolados de solanéceas e oito de cacau de C. perniciosa,
provenientes de vassouras secas, resultou num total de 264 bandas de 16
primers, sendo 61% destas bandas polimérficas. Com base no coeficiente de
similaridade Dice’s, formaram-se trés grupos de isolados: 1) o isolado da
solanaceae proveniente do Amazonas; 2) cinco dos seis isolados de solanaceas
da Bahia; 3) todos os isolados de cacau e um isolado de solandcea (Solanum
paniculatum) da Bahia. A separago do isolado de solanacea do Amazonas de
todos os outros isolados ndo ¢é surpresa, uma vez que isolados de solandceas do
Amazonas e isolados de cacau ndo promoveram infecgio cruzada e séo
incompativeis somaticamente (Bastos e Evans, 1985). Os isolados das
solandceas da Bahia, segundo os autores, orginaram-se, presumivelmente dos
isolados de cacau do mesmo Estado. Andebrhan e Furtek (1994) também
encontraram que os isolados de solaniceas do Amazonas foram apenas
relacionados distantemente dos isolados de Theobroma, entres eles cacau e
cupuagu, Herrania sp. e Bixa orellana.

Segundo Andebrhan ef al. (1998), a variagdo genética entre isolados de
C. perniciosa do cacaueiro de vérias regides da Amaz6nia brasileira foi também
estudada através de testes “in vitro” e “in vivo”. Utilizando testes de

compatibilidade micelial, foram identificados, em Ronddnia, dois grupos do
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fungo, o grupo formado pelos isolados dos municipios de Ouro-Preto d’Oeste e
Jaru e o grupo formado pelos isolados dos municipios de Cacoal e Ariquemes.
No Par3, ndo foram encontradas diferencas entre os isolados testados (Almeida e
Andebrhan, 1984), caracterizando existéncia de variabilidade entre isolados de
uma mesma regido geografica. Embora a metodologia de compatibilidade
micelial permita determinar diferengas entre isolados de diferentes regides ¢
hospedeiros, quando foram analisados alguns isolados do Pard, os testes
apresentaram limitagdes, provavelmente devido a afinidade genética dos
isolados, a qual permite que condiges de campo contribuam para infecgdes
miltiplas. Para o autor, neste caso, a utilizagio de testes bioquimicos e
moleculares permitiria identificar diferengas entre os isolados de alguns polos

cacaueiros da Amazdnia brasileira (Andebrhan ef al., 1998).

2.4 Variabilidade patogénica de Crinipellis sp

No patossistema Theobroma cacao x C. perniciosa, o hospedeiro ¢ uma
planta perene e o patégeno ¢ de multiplicagdo sexuada, o que favorece o
aparecimento de novos bidtipos do patégeno. Embora uma das caracteristicas da
resisténcia horizontal seja a auséncia de interagdes entre o hospedeiro e os
bidtipos do patdgeno, a variabilidade do patégeno € pouco conhecida e a falta de
controle dessa variabilidade genética tem sido relatada como a principal causa
da inconsisténcia dos resultados de pesquisas obtidos nas avaliagdes da
resisténcia. Por esta razfio, nos testes de selegéo para melhoramento genético é
sugerida a utilizagdo de misturas representativas das popula¢des do patégeno de
diferentes regides e hospedeiros (Andebrhan et al., 1998).

Segundo Wheeler (1976), a variabilidade dos patégenos € uma grande
limitagdo em programas de melhoramento de plantas para resisténcia as
doengas. As alteragGes em variedades tidas como resistentes, passando a

susceptiveis, ndo sdo devidas a mudangas em si mesmas, mas s modificagbes
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genélicas no agente causador da doenga. A melhor maneira de avaliar a
resisténcia de plantas as doengas ¢ através das reagdes do hospedeiro, quando
em contato direto com o patdgeno, ou indiretamente pelo contato com seus
metabolitos (toxinas). Embora os sintomas de vassoura-de-bruxa estejam
relacionados com um desbalango hormonal, até o presente momento ndo hé
evidéncias de que C. perniciosa produza alguma toxina especifica; portanto, sdo
necessérias inoculagdes para indugdo de sintomas (Andebrhan ef al., 1998).

Wheeler e Mepsted (1988) encontraram dois grandes grupos de C.
perniciosa sobre cacau cultivado com base em testes de patogenicidade usando
SCA 6 (resistente). O Grupo A induziu sintomas severos sobre SCA 6 e incluiu
isolados do oeste das montanhas andinas Bolivia, Equador e Colombia,
enquanto o Grupo B induziu sintomas moderados em SCA 6 ¢ incluiu isolados
do leste andino Brasil, Venezuela e Trinidad. Os autores classificaram 64
isolados de 10 localidades na América do Sul e ilhas do Caribe, dentro de seis
grupos de compatibilidade somatica.

Em trabathos anteriores realizados no Equador por Bartley (1977), foi
possivel induzir infecgGes no clone SCA 6 e SCA 12 (resistentes), fato este
atribuido as diferencas genéticas da populagdo do patdgeno daquele pais. Na
Amaz6nia brasileira, estes clones comportaram-se de forma semelhante & do
Equador. Nas condigdes de Manaus (AM), Belém (PA) e Ouro Preto d’Oeste
(RO), as primeiras infecgGes naturais foram constatadas apés seis anos de
campo, indicando claramente o potencial do patgeno na regido (Fonseca ef al.,
1996).

No Brasil, Bastos ¢ Evans (1985) foram os primeiros a descrever a
formag@o de vassouras em membros da familia das Solaniceas, encontrando
ramos com vassouras em espécies de Solanum no Estado do Amazonas. Os
basidiésporos produzidos pelos basidiocarpos ndo foram capazes de infectar

mudas de cacau, mas causaram sintomas tipicos de vassouras em uma variedade
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de espécies de Solanum, entre elas o tomate ¢ o pimentdo. Os resultados
apresentados pelos autores sugerem a co-existéncia de variabilidade genética em
populagdes do fungo, que podem ser separadas por barreiras ecolgica e
genética.

Silva et al. (1992) foram os primeiros a realizar com sucesso infecgdo de
cacau usando um isolado de solanaceae. Eles inocularam mudas de cacau com
basidiésporos de S. paniculatum e de Athanaea aff. pogogena (Moric.) Sendt.,
coletados no municipio de Aureliano Leal, Bahia. Esta &, particularmente uma
observagdo preocupante para fazendeiros de cacau da regido, devido a esta
solanidcea ser uma espécie daninha muito generalizada em pastagens, sendo
encontrada comumente proxima as plantagSes naquele Estado. Entretanto, tais
isolados poderiam ter vindo do cacaueiro, uma vez que estes relatos sdo
posteriores & ocorréncia da vassoura-de-bruxa em cacaueiro no estado da Bahia
(Pereira et al., 1999).

Os plantios realizados em areas de escape sdo usados como uma das
alternativas em patossistemas em que a viruléncia e variabilidade do pat6geno
ndo sdo totalmente esclarecidos. Entretanto, esses plantios, em alguns casos,
podem ser comprometidos pela falta de conhecimento efetivo sobre a
patogenicidade de C. perniciosa, em relagdo aos hospedeiros alternativos, como
fonte de indculo para este fungo. Os resultados mostrados pela literatura sobre a
patogenicidade de C. perniciosa (Silva et al., 1992; Evans ¢ Barreto, 1996; Luz
et al., 1997) reforcam a hipdtese proposta por Barreto ¢ Evans (1996), de que
hospedeiro(s) alternativo(s) do fungo poderiam ter sido responsaveis pelo
ingresso da vassoura-de-bruxa em cacaueiros no estado da Bahia. Contudo,
ainda ndio se sabe qual(is) seria(m) este(s) hospedeiro(s). Com o auxilio de
inoculagdes cruzadas entre diferentes espécies, talvez seja possivel esclarecer a
origem das populagdes que passaram a infectar o cacaueiro no sul da Bahia a

partir do final da década de 80: se foi via introdugio de material vegetal
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infectado proveniente da Amazdnia ou através de hospedeiros silvestres

presentes na vizinhanga (Resende ef al., 2000).
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CAPITULO 2

COMPATIBILIDADE SOMATICA ENTRE ISOLADOS DE Crinipellis sp.
PROVENIENTES DE DIFERENTES REGIOES E HOSPEDEIROS
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1 RESUMO

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Compatibilidade somatica entre
isolados de Crinipellis sp. provenientes de diferentes regides e hospedeiros.
Lavras: UFLA, 2001. 61p. (Dissertagio — Mestrado em Fitopatologia).*

Crinipellis perniciosa é o fungo causador da doenga vassoura-de-bruxa
do cacaueiro, mas ataca também virias espécies das familias: Sterculiaceae,
Bixaceae, Solanaceae e Malphigiaceae, distribuidas ao longo da América do Sul.
Objetivando estudar a diversidade genética entre 7 isolados polispéricos de C.
perniciosa provenientes de diferentes hospedeiros (Theobroma grandiflorum;
Theobroma cacao L.; Herrania sp.; Theobroma bicolor; Heteropterys acutifolia
e Solanum lycocarpum) coletados em diferentes Estados do Brasil (AM, PA,
BA, MG) utilizou-se a técnica de compatibilidade somética (SCG). Utilizando
um dendograma construido pelo método WPGMA (método ponderado de
agrupamento aos pares utilizando médias aritméticas), os isolados foram
agrupados em dois grupos: i) grupo formado pelos isolados de Herrania sp.
(PA), cacau (BA), cupuagu (AM), cacau (PA) e bicolor (PA) e ii) grupo formado
pelos isolados de cip6 e lobeira provenientes de MG. As similaridades genéticas
variaram de 0,1429 a 0,5714. O isolado de cupuagu (AM) mostrou uma relativa
similaridade com o isolado de cacau de Santo Amaro (BA). Os isolados de cip6
e lobeira (MG) foram incompativeis com todos os isolados testados. Estes
resultados demonstraram a grande diversidade genética entre isolados da
Amazdnia e Bahia e entre os provenientes de MG. Esta diversidade pode influir
em testes de seleciio de gendtipos resistentes visando o controle da vassoura-de-
bruxa.

* Comité Orientador: Mério Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador),
Paulo Sérgio Beviliqua de Albuquerque — CEPLAC/ERJOH.
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2 ABSTRACT

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Somatic compatibility among isolates
of Crinipellis sp. originated from different regions and hosts. Lavras: UFLA,
2001. 61p. (Dissertation — Master Program in Phytopathology).

Crinipellis perniciosa is the causal agent of witches’ broom disease of
cacao (Theobroma cacao), but it also attacks several species of the families:
Sterculiaceae, Bixaceae, Solanaceae and Malphigiaceae, distributed along South
America. Aiming at studying the genetic diversity among 7 multisporic isolates
of C. perniciosa from different hosts (Theobroma grandiflorum; Theobroma
cacao L.; Herrania sp.; Theobroma bicolor; Heteropterys acutifolia and
Solanum lycocarpum) collected at different Brazilian States (AM, PA, BA,
MG), the technique of somatic compatibility was used (SCG). Using a
phenogram built by the method WPGMA (considered a weighted method of
grouping to the pairs using arithmetic averages), the isolates were included in
two groups: i) group formed by the isolates from Herrania sp. (PA), cocoa
(BA), cupuagu (AM), cocoa (PA) and bicolor (PA) and ii) group with cip6 and
lobeira isolates from MG State. The genetic similarity varied from 0.1429 to
0.5714. Cupuagu isolate (AM) showed a relative similarity with cocoa isolate
from Santo Amaro (BA). Heteropterys acutifolia and Solanum lycocarpum
isolates (MG) were incompatible with all tested isolates. These results
demonstrated a great genetic diversity among isolates from the Amazonian
region and Bahia and between isolates coming from MG. This diversity can
influence tests of selection of resistant genotypes, seeking witches’ broom
control.

* Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor), Paulo Sérgio Bevilaqua de Albuquerque — CEPLAC/ERJOH.
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3 INTRODUCAO

Embora no passado vérios estudos de compatibilidade somatica
tivessem sido realizados em diferentes patossistemas, caracterizando linha de
demarcacdio ou zona de transi¢do, quando diferentes isolados de algumas
espécies foram pareados, Irene Mounce, em 1929, foi a primeira pesquisadora a
estudar o fendomeno em detalhes e estabelecer conceitos até hoje vigentes.
Usando 47 isolados de Fomitopsis pinicola, ela observou que o surgimento de
zonas de inibigdo era invariavelmente formado entre os isolados estudados na
chamada linha de transigfio. A referida autora caracterizou que, em alguns casos,
as bordas dos micélios aéreos em um ou em ambos os lados da linha cra
acompanhada pelo seu adensamento (Worral, 1997).

A compatibilidade somdtica ¢ uma técnica que vem sendo utilizada a
bastante tempo e estd disseminada entre varios ramos da biologia. Em animais,
plantas e células, a fusio somitica ¢ regulada através de anastomose. Em fungos,
a regulagiio somatica estd em um nivel mais intimo, determinando que esta fuséo
ou anastomose hifal resulta em uma continuidade citoplasmdtica e permutagdo
nuclear (Petersen, 1995). A diversidade genética € geralmente grande entre e
dentro dos grupos de incompatibilidade somitica, ocasionando uma variagdo
genética substancial, com a presenga de ragas patogénicas, por exemplo,
existindo dentro dos grupos em alguns casos (Jacobson e Gordon, 1991).

Na América do Sul, os primeiros estudos usando a técnica de
compatibilidade somatica para agrupar diferentes isolados de C. perniciosa
foram realizados por Wheeler ¢ Mepsted, em 1988. Desde entéo, com a entrada
do fungo na regiio produtora de cacau no Sul da Bahia em 1989, um firme
progresso nos estudos de variabilidade vem sendo alcangado com o intuito de

desvendar o relacionamento filogenético em variantes do fungo.
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Embora a metodologia de compatibilidade somética permita determinar
diferengas entre isolados de diferentes paises e regides, bem como entre isolados
de diferentes hospedeiros (Andebrhan, 1987), quando se utilizam apenas
isolados de uma mesma regido geogréfica, os resultados apresentam limitagdes,
entre elas pouca variagio genética entre os isolados devido a proximidade
genética em alguns casos (Oliveira, 1995). A utilizagdo de misturas
representativas de populagdes do fungo de diferentes regides e hospedeiros deve
ser utilizada nas avaliagdes de compatibilidade, de modo a permitir estratégias
efetivas e duradouras de resisténcia, que possam ser empregadas em programas
de melhoramento genético. E importante destacar que vérios fatores como
monocultura, ambiente biftico e abiético, também devem ser relacionados como
fatores para a estabilidade da resisténcia.

A falta de conhecimento desses mecanismos de variabilidade do
patégeno, cujo fator estd relacionado com o aparecimento de novos bidtipos,
mais agressivos e destrutivos, influencia na epidemia da vassoura-de-bruxa
(Ferraz, 1989), comprometendo a resisténcia de materiais tidos como tolerantes
na regido produtora de cacau da Bahia ¢ na Amazénia.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genética
entre os isolados obtidos de culturas polispéricas de C. perniciosa procedentes
de diferentes regides e hospedeiros, através da técnica de compatibilidade
soméatica, buscando fornecer informagbes para utilizagio em programas de

melhoramento genético do cacaueiro e cupuaguzeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro a dezembro de
2000, no laboratério de Resisténcia de Plantas a Patégenos da Universidade
Federal de Lavras, MG, Brasil.

4.1 Origem dos isolados

Os isolados utilizados foram obtidos a partir de vassouras secas,
coletadas em diferentes hospedeiros e Estados do Brasil: Belém (PA), Manaus
(AM), Lavras (MG) e Sto. Amaro (BA). Os isolados do Paré foram gentilmente
cedidos pela CEPLAC/ERJOH e o isolado de Manaus foi cedido pela
EMBRAPA/Amazdnia Ocidental. Quanto aos isolados da Bahia, foram cedidos
pela CEPLAC/CEPEC. As condigbes climiticas das regides de origem dos

isolados podem ser observadas na Tabela 1.

TABELA 1 Dados climatolégicos dos centros de origem dos isolados de C.
perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2001.

Estagdo Lat(S) Long(W.Grw) T(°C) PP (Totalmm) UR (%)
Belém 01°27 48°28 25,9 2893,1 84,0
Manaus 03°08 60° 01 26,7 2286,2 83,0
Lavras 21° 14 45° 00 19,4 1529,7 76,2
Salvador' 13°01 38° 31 25,2 2098,7 80,8

FONTE: Depto. Nacional de Meteorologia (M. A.), 1992.
1- Estagio climatolégica mais proxima ao municipio de Santo Amaro da
Purificagdo, BA.
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4.2 Obtengiio ¢ manutencio de culturas polispéricas

Foram utilizados, no teste de compatibilidade somatica (SCG), sete
isolados, sendo trés do Pard, Herrania sp., Theobroma bicolor (cacau-do-peru) e
Theobroma cacao L.; um de Manaus, o isolado de T. grandiflorum (cupuagu);
dois de Minas Gerais, Solanum lycocarpum (lobeira) e Heteropterys acutifolia
(cip6); € da Bahia foi utilizado o isolado de Theobroma cacao L., proveniente
do municipio de Santo Amaro da Purifica¢io (Tabela 2).

As culturas foram obtidas pelo método de liberagdo dos basididsporos
em placa de Petri contendo o meio de cultura BDA (batata-dextrose-dgar)
(Hedger et al, 1987). Vassouras secas foram colocadas em vassoureiros
(cimaras Umidas de 70 x 80 x 120 cm) para emissdo de basidiocarpos sob
condigiio de alta umidade e seca alternadas (Rocha e Wheeler, 1985). Apés a
emissdo e coleta dos primeiros basidiocarpos, os mesmos foram lavados em
dgua estéril e desinfestados numa solugio de estreptomicina a 1%. Os
basidiocarpos foram fixados com vaselina em tampas de placas de Petri de 9cm
contendo BDA e mantidos a temperatura 24 £2°C por 48 h. Apos a obtengio de
colénias polispéricas, foi efetuada uma nova repicagem de discos de 7 mm das
margens das col6nias para o0 meio BDA, sendo as culturas mantidas em BOD a
temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12 h. Os isolados foram conservados em
geladeira na micoteca do Departamento de Fitopatologia da UFLA, em Lavras,

Minas Gerais.
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TABELA 2 Hospedeiros, origem e ano de obtengdo dos isolados polispéricos
de Crinipellis sp. usados no teste de compatibilidade somatica
(SCG). UFLA, Lavras, MG, 2001.

Isolados Hospedeiros Origem Instituicio  Isolamento
Herrania Herrania sp. Belém, PA CEPLAC 1999
Bicolor T. bicolor Belém, PA CEPLAC 1999
Cacau T. cacao Belém, PA CEPLAC 1999
Cupuagu T. grandiflorum Manaus, AM EMBRAPA 1999
Lobeira S. lycocarpum  Lavras, MG UFLA 2000
Cipo H. acutifolia Lavras, MG UFLA 2000
Cacau T. cacao Sto. Amaro, BA CEPLAC 2000

4.3 Teste de compatibilidade somitica entre isolados de Crinipellis sp.

A partir do isolamento das culturas polispéricas, discos (7 mm &) de
cada isolado foram confrontados em placas de Petri (9cm) contendo o meio V8
(Hine e Aragabi, 1963; Andebrhan e Furtek, 1994), distantes 2 cm entre si,
invertidas ¢ incubadas a 25°C por quatro semanas. Foram utilizadas quatro
placas de Petri em cada pareamento. Apés o crescimento micelial 3 a 4
semanas), foi realizada a avaliagdo das col6nias quanto & incompatibilidade ou
compatibilidade, de acordo com a formag@o ou ndo da linha de precipitagdo na

zona de transigio.

4.4 Determinacio das distincias genéticas
A determinagdo das distincias genéticas entre os isolados de Crinipellis
perniciosa foi realizada pelo programa STATISTICA (1995), versdo 5.0, a

partir de uma matriz de dados bindrios. A interpretagio dos resultados foi
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baseada em varidveis qualitativas binarias (Liberato ef al., 1995), considerando
presenca (1) ou auséncia (0) de compatibilidade entre os isolados testados.

A matriz de dados binarios possibilitou o célculo da distdncia genética
com base no método hierarquico aglomerativo de agrupamento WPGMA
(método ponderado de agrupamento aos pares utilizando médias aritméticas). A
matriz de similaridade genética entre os isolados foi determinada em relagdio ao
complemento da divergéncia genética, que ¢ baseada na composicio genética
das populagdes e envolve as diferengas nas freqiiéncias alélicas (Liberato ef al,,
1995; Dias, 1998).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na anélise de compatibilidade, foi possivel a construgdo de
um dendograma para agrupar os isolados de Crinipellis perniciosa provenientes
de diferentes hospedeiros e regides geograficas do Brasil.

A anilise de agrupamento permitiu classificar os isolados dentro de
dois grupos: i) grupo formado pelos isolados de Herrania (PA), cacau (BA),
cupuagu (AM), cacau (PA) e bicolor (PA); ii) grupo formado pelos isolados de
lobeira e cip6, ambos de Minas Gerais (Figura 1). Segundo Liberato er al.
(1995), o procedimento bésico de todos os métodos aglomerativos € similar,
iniciando com o célculo de uma matriz de similaridade ou dissimilaridade entre
as populagdes e finalizando com um dendograma, que representa a sintese dos
resultados.

O dendograma foi originado de uma matriz de valores bindrios,
composta de coeficientes correspondentes aos varios resultados do teste de
compatibilidade somética. Ao analisar o dendograma, observa-se que entre os
isolados estudados a maioria apresentou dissimilaridade genética alta. Em
relagdo & similaridade genética, pode-se observar que a variagdo foi de 0,1429 a
0,5714. A baixa similaridade genética entre os isolados de uma mesma regido,
ou seja, proximos geograficamente, indica a relevincia da selegdo de isolados
para utilizagdo em programas de melhoramento genético visando resisténcia a
C. perniciosa.

Andebrhan e Furtek (1994), realizando estudos moleculares com
marcadores RAPD para a andlise e comparagdo entre isolados monospéricos e
polispéricos de C. perniciosa em diferentes hospedeiros da Amazonia,
verificaram a variabilidade genética através da anilise de agrupamento e
observaram a formag2o de trés grupos distintos: i) grupo formado pelos isolados

do Paré, composto por Herrania sp., T. grandiflorum, T. cacao, T. obovatum e
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T. subicanum; ii) grupo formado pelos isolados de T. cacao ¢ Bixa orellana; iii)
grupo formado pelo tnico isolado de solanaceae do Amazonas. Estes resultados
sdo semelhantes ao grupo formado pelos isolados da Amazénia no presente
trabalho (cupuagu, Herrania e cacau, PA), sendo que alguns dos isolados

utilizados em ambos os trabalhos foram oriundos da mesma regifio de origem.

Herrania, PA

Cacau, BA

Cupuagy, AM

Cacau, PA

Bicolor, PA

Cipb, MG

Lobeira, MG

035 040 045 050 05 060 085 OM 075 08B0 085

Porcentagem de dissimilaridade

FIGURA 1 Dendograma com sete isolados de Crinipellis sp., agrupados pelo
método WPGMA (método ponderado de agrupamento aos pares
utilizando médias aritméticas). UFLA, Lavras, MG, 2001.
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Estudos de compatibilidade realizados por Almeida ¢ Andebrhan (1984)
com isolados de C. perniciosa provenientes do Pard nio permitiram determinar
diferencas entre os isolados de diferentes regides e hospedeiros. O autor
considera que a proximidade geogréfica dos isolados permite que condig3es de
campo contribuam para infecgdes miltiplas. Para o autor, neste caso, a utilizagio
de analises moleculares permitiria identificar diferencas entre os isolados de
diferentes regides e hospedeiros da Amazonia brasileira.

Entretanto, Andebrhan er al. (1998) observaram variagéio genética entre
isolados de C. perniciosa do cacaueiro em Rondénia, realizando estudos através
de testes “in vitro” e “in vivo”. Utilizando SCG, identificou dois grupos do
fungo: o grupo formado pelos isolados dos municipios de Ouro-Preto d’Oeste ¢
Jaru e o grupo formado pelos isolados dos municipios de Cacoal e Ariquemes,
caracterizando a existéncia de variabilidade entre grupos de isolados de C.
perniciosa dentro de uma mesma regido geogréfica.

Os resultados da similaridade genética apresentados na Tabela 3.
mostram que entre os isolados avaliados da Amazonia e da Bahia, houve uma
certa afinidade genética, confirmando os resultados observado por Perez e al.
(2000), que realizando estudos de compatibilidade somética com isolados
polispéricos de C. perniciosa procedentes de diferentes hospedeiros e regides
geograficas, observaram a formagdo de quatro grupos, sendo um dos grupo

formados com isolados de cacau de Belém (PA) e Santo Amaro (BA).
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TABELA 3 Similaridade genética entre isolados de Crinipellis sp. de diferentes
hospedeiros, com base no complemento da dissimilaridade (Dias,
1998). UFLA, Lavras, MG, 2001.

Isolados Herrania Bicolor Cacau Cipé Lobeira Cacau Cupuagu
PA PA PA MG MG BA AM

Herrania 1,600 ,1429 2857 ,1429 ,1429 4286 2857
Bicolor 1,000 ,2857 ,1429 ,1429 4286  ,1429
Cacau, PA 1,000 ,1429 ,1429  ,4286 2857
Cip6 1,000 ,4286  ,1429 2857
Lobeira 1,000 ,2857  ,4286
Cacau, BA 1,000 ,5714
Cupuagu 1,000

Estudo utilizando marcadores moleculares RAPD, realizado por Niella
et al. (2000) com isolados monospéricos de diferentes regides, mostrou a
formagé@o de um grupo principal com isolados de cacau da Bahia (Ilhéus, Santo
Amaro e Camacan) e Pard (Belém), caracterizando a semelhanga genética entre
alguns isolados dessas duas regides no presente trabalho.

A menor similaridade genética foi de 0,1429, observada nos isolados de
Herrania e T. bicolor do Par4, entre outros. Estes resultados discordam dos
estudos anteriores feitos por Yamada et al. (1998) e Gomes et al. (2000) por
considerarem que isolados de uma mesma regido geogrifica tendem a ser
geneticamente proximos. Entretanto, a baixa similaridade genética entre
isolados de C. perniciosa de uma mesma regiio foi também observada nos
estudos conduzidos por Andebrhan e Furtek (1994), com diferentes isolados de
cacau da Amazd6nia brasileira, coletados a menos de 2 km um do outro, na

estagio da CEPLAC/ERJOH, em Marituba, PA. Para os autores, as condigdes
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de campo permitem que vérios basidiésporos contribuam para infecgdo natural,
conseqlientemente, basidiocarpos iguais da mesma vassoura poderiam ser
originados de micélio geneticamente diferente. Entdo, entende-se que se os
micélios dentro das vassouras sdio geneticamente polimérficos, este
polimorfismo pode ser refletido nos basidiésporos.

A maior similaridade genética foi de 0,5714, observada entre o isolado
de cupuagu (AM) e de cacau (BA), regiSes geogréficas que estdo separadas por
aproximadamente 3000 Km de distincia. Entretanto, os isolados testados
provaram ser compativeis pelos resultados dos testes de compatibilidade
somatica (Figura 2). Tal situagiio implicaria na realizagio de testes de
patogenicidade com diferentes isolados de cupuagu do Amazonas e cacau da
Bahia, em plantas destas espécies com diferentes graus de resisténcia, para
poder inferir o relacionamento entre os isolados e verificar a correlagdo entre
grupos de compatibilidade somética (SCG) e patogenicidade no campo.

No grupo formado pelos isolados de cip6 e lobeira de Minas Gerais,
observa-se uma pequena similaridade desses isolados e o restante. Esses
isolados de Minas Gerais mostraram reagdes de compatibilidade quando
confrontados com os isolados provenientes de outras regides geogréficas.
Entretanto, o isolado de lobeira demonstrou certa similaridade (,4286) com o
isolado de cupuagu do Amazonas. Estudos de patogenicidade realizados por
Viana Jonior ef al. (2000), em condigdes controladas de casa-de-vegetagdo, com
este isolado de lobeira de Minas Gerais, em mudas de cupuagu do Amazonas
submetidas 2 alta pressdo de in6culo e inoculagdo continua, demonstraram que
60% das mudas apresentaram sintomas tipicos de vassoura-de-bruxa, como
hipertrofia e superbrotamento, confirmando a patogenicidade de uma solanicea
em cupuaguzeiro. Estes resultados permitem inferir uma possivel correlagéo

entre SCG e patogenicidade no campo.
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Os isolados provenientes de solanaceas parecem ter genes que
governam a compatibilidade reprodutiva ainda no bem identificados (Wilson ef
al., 1993), uma vez que trabalhos realizados por vérios autores (Bastos ¢ Evans,
1985; Andebrhan e Furtek 1994; Yamada et al., 1998), utilizando isolados de
solaniceaes, nio conseguiram agrupi-los com isolados de C. perniciosa
provenientes de outros hospedeiros, mostrando reagdes de incompatibilidade
quando confrontados.

Para Wilson ef al. (1993), a populagiéio do tipo S (solanacea) apresenta
grupos de compatibilidade somitica maltiplos, que podem ser identificados,
embora nfo claramente definidos. Os autores sugerem que esses isolados de
solandceas possuem caracteristicas intermedidrias entre os isolados de cacau e
de cip6. E possivel hipotetizar que as populagdes desses isolados de cip6 e
lobeira poderiam estar separadas por barreiras ecolégicas e genéticas, ocorrendo
endemicamente nas matas de galeria ¢ no cerrado mineiro, distantes das éreas

produtoras de cacau.
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FIGURA 2. Reagdes de compatibilidade e incompatibilidade entre os isolados
de C. perniciosa usados no teste SCG (1 Cacau, PA; 2 Bicolor,
PA; 3 Cupuagu, AM; 4 Cacau, BA; 5 Cipo, MG; 6 Lobeira, MG:
7 Herrania, PA). Rea¢do de compatibilidade visivel entre os
isolados de cupuagu (AM) e cacau (BA). Os demais cruzamentos
da figura apresentaram reagdes de incompatibilidade.



6 CONCLUSOES

1) Foram detectados dois grupos de compatibilidade somatica entre os isolados

testados.

2) Os Isolados de cip6 e lobeira de Minas Gerais ndo foram compativeis com
isolados das regides testadas e apresentaram grande divergéncia genética em

relagdo a estes,

3) Isolados de cupuagu (AM) e cacau (BA) apresentaram a maior similaridade

genética quando comparados aos outros isolados.

4) Os isolados de Herrania (PA), bicolor (PA), cacau (PA) e cupuagu (AM)

mostraram as menores similaridades genéticas entre si.
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CAPITULO 3

PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Crinipellis sp.
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1 RESUMO

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Patogenicidade de isolados de
Crinipellis sp. Lavras: UFLA, 2000. 61p. (Dissertagio — Mestrado em
Fitopatologia).*

Estudos sobre a variabilidade patogénica de C. perniciosa vém sendo
desenvolvidos com a finalidade de fornecer informagBes para os programas de
melhoramento genético do cacaueiro visando & obtengdo de fontes de resisténcia
mais duradouras e efetivas. Poucas sdo as informagGes sobre a durabilidade
dessa resisténcia ¢ o surgimento de novos biétipos do fungo podem afetar a
resisténcia de materiais utilizados em plantios comerciais. Com o objetivo de
estudar patogenicidade entre isolados de C. perniciosa, isolados provenientes do
Estado da Bahia (cacau e cupuagu) e Minas Gerais (cip6 e lobeira) foram
inoculados na concentragio de 2,5 x 10° basidiosporos/mL em diferentes
espécies de plantas: cacau comum e Catongo, I. bicolor e cupuagu. O
delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, no esquema fatorial
(isolados x cultivares), com quatro blocos de 14 plantas cada. O indculo foi
obtido a partir de basidiésporos coletados de basidiocarpos produzidos em
vassouras secas (lobeira e cipd) ou produzidos em meio de cultura (cacau e
cupuagu). Noventa dias apés a inoculagdo foi realizada a avaliagdo de incidéncia
da doenga. A anélise estatistica foi realizada usando-se o programa SISVAR. Os
isolados de cacau e cupuagu foram os tnicos patogénicos a todos os gen6tipos
de plantas. A anilise de varidncia mostrou que esses isolados ndo diferiram
estaticamente na capacidade de causar doengas nas espécies testadas. O isolado
de lobeira foi patogénico apenas as plantas de cupuagu. O isolado de cipd
somente causou sintomas em Catongo e cupuagu, embora menos severos. Os
gendtipos de cacau comum e Catongo foram os mais suscetiveis aos isolados
testados.

* Comité Orientador: Mério Licio Vilela de Resende — UFLA (Orientador),
Paulo Sérgio Bevilaqua de Albuguerque — CEPLAC/ERJOH.
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2 ABSTRACT

VIANA JUNIOR, Carlos Alberto da Cruz. Pathogenicity of Crinipellis sp.
Isolates. Lavras: UFLA, 2000. 61p. (Dissertation — Master Program in
Phytopathology).*

Studies on the pathogenic variability of C. perniciosa have been
developed with the purpose of supplying information for the programs of genetic
improvement of cocoa (Theobroma cacao L.) for obtaining more durable and
effective resistance sources. Little are the information on the durability of that
resistance and the appearance of new biotypes of the fungus can affect the
resistance of materials used in commercial plantings. Aiming at studying the
pathogenicity among isolates of C. perniciosa, isolates from State of Bahia
(cocoa and cupuagu) and Minas Gerais (Heteropterys acutifolia and Solanum
lycocarpum) were inoculated (2,5 x 10° basidiosoros/mL) at different species
(cocoa cv. Comum and Catongo, 7. bicolor and cupuagu). A randomized block
design in a factorial scheme (isolates x plant genotype) was utilized, with four
blocks of 14 plants each. The inoculum was based on basidiospores collected
from basidiocarps produced in dry brooms (H. acutifolia and S. lycocarpum)
and from those produced in culture media (cocoa and cupuagu). Ninety days
after the inoculation, the disease incidence was evaluated. Statistical analysis
was carried out using the program SISVAR. Cocoa and cupuagu isolates were
the only pathogenic to all genotypes. The variance analysis showed that those
isolates did not differ in the capacity to cause disease on the tested plants
species. S. lycocarpum isolate was pathogenic only to cupuagu plants. H.
acutifolia isolate caused symptoms, although less severe, on both, Catongo and
cupuagu. The cocoa genotypes ‘Common and Catongo’ were the most
susceptible to the tested isolates.

* Guidance Committee: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor), Paulo Sérgio Bevilaqua de Albuquerque - CEPLAC/ERJOH.
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3 INTRODUCAO

Quando uma série de diferentes isolados de um patégeno € inoculada em
uma série de diferentes cultivares de um hospedeiro, pode-se ou nido obter uma
interagio diferencial significativa. A classificagio do nivel de interagdo
apresentado por uma das cultivares ou espécies poderd ser usada para
determinagio do tipo de resisténcia e do nivel de patogenicidade dos isolados
testados (Camargo e Bergamin Filho, 1995). Variedades ou espécies de plantas
cultivadas manifestam diferentes graus de resisténcia ao ataque de patbgenos;
entretanto, somente a partir de 1900 foi possivel determinar graus de resisténcia a
patégenos ou a ragas destes, ¢ a interagéio genética do hospedeiro com o patdgeno
(Robinson, 1976).

Os isolados podem variar quanto & especificidade do hospedeiro, e esta
variagdo pode ser inter ou intra-especifica. Quando o nivel de variagdo ocorre
dentro das espécies testadas, e nota-se um alto grau de especializagdo quanto a
espécie hospedeira, entdo denomina-se que ha especializagio interespecifica,
podendo existir formas especiais que s@o patogénicas a determinadas espécies,
mas a outras néo (Agrios, 1997).

Quando o nivel de especializagio aumenta mais dentro das formas
especiais ou formae especiales, podendo se destacar a presenca de isolados que
atacam somente alguns cultivares da espécie hospedeira, entdo ha presenga de uma
especializaglio intra-especifica, e estes isolados sdo agrupados em racas
fisiolégicas. Desta forma, percebe-se que a definigo de raa se dé de acordo com
as reagdes fenotipicas dos isolados quando inoculados em uma série de cultivares,
denominada de série diferencial (Camargo, 1995). Num esforgo de generalizagio,
pode-se afirmar que formas referem-se a especializagbes patogénicas para
espécies hospedeiras, enquanto racas sdo especializages relativas a variedades de
plantas (Ponte, 1980).
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Para fungos causadores de doengas em plantios comerciais, a
patogenicidade ¢ utilizada como marcador fenotipico nos estudos de variabilidade
genética. Até o presente momento nio existe uma série diferenciadora para a
cultura do cacau que expresse claramente ¢ diferentemente os sintomas da
vassoura-de-bruxa, dificultando, assim, a utilizagdo deste marcador fenotipico
(Luz et al., 1997). Por outro lado, ha indicios de variagdo na populagdo deste
patdgeno, em fungdo da adaptagdo a outras espécies de plantas, como o biotipo S
atacando espécies de solandceas, biotipo B patogénico a hospedeiros da familia
Bixaceae, além dos bidtipos C (cacau) e L (cipos) (Purdy e Schmidt, 1996).

O indicativo do potencial de variabilidade de C. perniciosa--mostra a
possibilidade de estudos de patogenicidade com isolados de diferentes regides e
hospedeiros, inoculados em diferentes espécies de plantas, identificarem o
aparecimento de espécies diferenciadoras, ou até mesmo ragas fisiologicas do
fungo, contribuindo para a busca de gendtipos mais tolerantes a serem usados em
programas de melhoramento genético na Amazénia e na regiio cacaueira da
Bahia.

O objetivo proposto neste estudo foi averiguar a patogenicidade de
isolados de C. perniciosa coletados na Bahia ¢ Minas Gerais, em diferentes
espécies hospedeiras, verificando a possibilidade de existéncia de formae

speciales do fungo.



4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagio do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, no periodo de dezembro de

1999 a dezembro de 2000.

4.1 Material genético

As mudas de diferentes hospedeiros de C. perniciosa (Tabela 1) a serem
usadas nos testes de patogenicidade foram preparadas no periodo de dezembro
de 1999 a margo de 2000. As sementes de cacau, cupuagu e 7. bicolor foram
obtidas de frutos de polinizagio livre, pré-germinadas por 72 h em vermiculita
umedecida e mantidas sob condigio controlada de umidade e temperatura. Em
seguida, plantadas em sacos pldsticos de polictileno contendo 2 kg de terrigo
(terra+areia+esterco) na propor¢io de 3:1:1. Apds o preparo, as mudas foram

mantidas em casa-de-vegetagiio antes da inoculag@o.

TABELA 1 Gendtipos de plantas utilizados nos testes de patogenicidade com
diferentes isolados de C. perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2001.

Genotipo Nome cientifico Origem Institui¢do doadora
Cacau comum T. cacao Camacan, BA CEPLAC
Cacau Catongo T. cacao Ilhéus, BA CEPLAC
Bicolor T. bicolor Belém, PA CEPLAC
Cupuagu T. grandiflorum __ Manaus, AM EMBRAPA
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4.2 Produgio de inéculo

Os isolados de C. perniciosa proveniente da Bahia utilizados nos testes
de patogenicidade foram gentilmente cedidos pela CEPLAC/CEPEC, Ilhéus.
Utilizaram-se os isolados de cacau, provenientes do municipio de Santo Amaro,
¢ de cupuagu, oriundos da BA. Os isolados de cipo (Heteropterys acutifolia) e
lobeira (Solanum lycocarpum) foram provenientes do municipio de Lavras,
Minas Gerais.

Vassouras secas de plantas de lobeira e cip6 foram colocadas sobre
condigbes alternadas de umidade e seca (Rocha e Wheeler, 1985), em
vassoureiros, para produgdo de basidiocarpos, que depois de coletados e
desinfetados em solugfio de estreptomicina a 1% e lavagem em agua estéril,
foram utilizados para produgdio de basidiosporos, sendo em seguida
quantificados e armazenados em “deep frezer” a -80°C, em solugdo estoque
contendo glicerol a 16%, seguindo-se a metodologia de Frias (1987).

Os isolados de cacau e cupuagu da Bahia foram repicados para o meio
artificial & base de farelo de trigo e vermiculita, adaptado por Niella et al.
(1999). Os basididsporos produzidos foram armazenados conforme descrito

anteriormente.

4.3 Inoculagiio

As mudas foram inoculadas com uma suspensiio na concentragio de
2x10° basidiosporos/mL. A suspensio foi quantificada com o uso de
hemacitdmetro, ajustando-se a concentragdo com 4gua destilada esterilizada.
Pulverizadores manuais foram utilizados para inoculagdo, aplicando-se
aproximadamente 1mL da suspensiio de indculo por planta. Testes de vazio
foram realizados com os pulverizadores para determinagdio da quantidade de
inéculo a ser aplicada por planta, sendo 1 mL da suspensdio de inéculo

correspondente a aproximadamente 2 ejetadas do pulverizador.
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As inoculagdes foram realizadas em cimara climatizada com controle
automatico de temperatura e umidade, ajustadas para 25+ 4°C e umidade relativa
proéxima a saturagdo (100%). As mudas tiveram suas folhas cortadas em 2/3, um
dia antes da inoculagdo. Apés as inoculagBes, as mudas foram mantidas por um
periodo de 24 horas com umidade relativa préxima ao ponto de saturagdo
(100%), com o objetivo de facilitar a germinagiio e penetragio dos
basidiésporos.

Para evitar o efeito de deriva do in6culo, foram usadas cortinas de
polietileno durante as pulverizagdes separando os tratamentos adjacentes. Apos
as inoculagdes, aliquotas das suspensdes foram retiradas para realizacgiio de teste
de germinagio dos esporos em liminas escavadas, adicionando-se 60uL de

inéculo por cavidade. A leitura foi realizada 10 h ap6s as inoculagdes.

4.4 Avaliaciio da patogenicidade de isolados de Crinipellis sp.

4.4.1 Incidéncia e severidade de doenca

Noventa dias apbs a inoculagio, as mudas foram avaliadas quanto a
presenca ou auséncia de sintomas da vassoura-de-bruxa, estabelecendo-se a
porcentagem de mudas infectadas em relagéo as mudas inoculadas. Algumas
varidveis relacionadas a severidade da doenca, em relagio aos gendtipos
inoculados, foram mensuradas, a saber: didmetro das vassouras (DV) e

comprimento das vassouras (CV).

4.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, no
esquema fatorial (isolados x material genético), com quatro blocos de 14 plantas
cada. Nos tratamentos, foram testados os gendtipos (cacau comum e Catongo, T.

bicolor e cupuagu) € os isolados (cacau, cupuagu, lobeira e cip6).
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4.6 Anilise estatistica

As anilises estatisticas foram feitas pelo programa SISVAR (1999),
versio 4.3, utilizando-se o teste Scott-Knott para as comparagdes miltiplas de
médias. Em virtude dos dados ndo seguirem uma distribuigio normal, optou-se
por transforma-los através da equagdo:Y=V (x + 0,5), onde x ¢ a incidéncia de

doenga.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 encontram-se os dados da analise de varidncia da incidéncia
de doenca, tomados noventa dias apds as inoculagdes. Os resultados mostraram
que houve diferenca significativa nas fontes de variagdo analisadas. Os dados
ndo transformados da incidéncia de doenga (Figura 1) mostraram que os isolados
de cacau e cupuagu foram capazes de causar doengas em todos os genétipos. O
isolado de cipé infectou os gendtipos de cacau Catongo e cupuagu. O isolado de
lobeira infectou somente o gendtipo de cupuacu. Entre os gendtipos avaliados,
cacau comum, Catongo e T. bicolor apresentaram-se mais susceptiveis aos

isolados testados.

TABELA 2 Anélise de varidncia dos dados de incidéncia da vassoura-de-bruxa
em gendtipos inoculados com diferentes isolados de C. perniciosa,
avaliados 90 dias apos a inoculagdo. UFLA, Lavras, MG, 2001.

FV GL SQ oM Fe

Material genético 3 31.758982 10.586327 53.715*
Isolado 3 304.512840 101.504280  515.033*
Mat. Gen. x Isolados 9 146.383424 16.264825 82.528*
Bloco 3 0.313746 0.104582 0.531
Residuo 45 8.868736

TOTAL 63 491.837728

CV:10,76%
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste Scott-Knott. Dados
transformados para Y= N(x+0,5).
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Incidéncia doenca (%)

Comum Bicolor Cupuagu  Catongo

Genotipos Isolados
@ Cacau (BA)

Cupuacu (BA)
B Cipé (MG)
B Lobeira (MG)

FIGURA 1 Incidéncia de vassoura-de-bruxa em diferentes gendtipos, noventa
dias ap6s a inoculagiio com diferentes isolados de C. perniciosa.
UFLA, Lavras, MG, 2001.
Médias seguidas pela mesma letra em cada material genético ndo
diferem entre si pelo Teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O teste de média para a incidéncia da vassoura-de-bruxa (Tabela 3)
mostrou que os isolados de cupuagu e cacau niio diferiram estatisticamente entre
si na capacidade de causar infecgdio nos gendtipos, sendo considerados os mais
virulentos em geral. A infecgdio cruzada entre os isolados de cacau e de cupuagu
da Bahia ¢ um fato interessante para disseminagio de C. perniciosa ao longo do
Estado baiano. E possivel que plantas de cupuagu da Bahia tenham sido

infectadas por C. perniciosa vindo do cacaueiro, sendo o primeiro relato da
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doenga vassoura-de-bruxa no cacaueiro feito em plantagdes comerciais na Bahia,
no ano de 1989 (Pereira et al., 1989), anteriormente as observagdes feitas em
plantas de cupuagu infectadas pelo fungo na Bahia. A habilidade em promover
infecgdo cruzada entre isolados de cacau e cupuagu foi relatada pela literatura
primeiramente por Gongalves (1965); entretanto, Fonseca et al. (1984)

mostraram também a capacidade desses isolados em promover infec¢do cruzada.

TABELA 3 Teste de média para incidéncia da vassoura-de-bruxa incitada por
isolados de C. perniciosa.UFLA, Lavras, MG, 2001.

Isolados MOID* MTID**  Teste 1%***
Cacau 44,1925 6.5074 A
Cupuagu 42.8518 6.3572 A
Cip6 14.2812 2.6524 B
Lobeira 3.5700 0.9286 C

* Médias Originais de Incidéncia de Doenga

** Médias Transformadas de Incidéncia de Doenga

*** Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativas pelo teste Scott-
Knott a 1% de probabilidade.

O isolado de lobeira apresentou a menor resposta em patogenicidade,
sendo patogénico apenas a cupuagu. A dificuldade em provocar sintomas destes
isolados de solaniceas em diferentes espécies que sdo infectadas por C.
perniciosa foi observada desde a primeira constatagio, no Brasil, de solaniceas
infectadas pelo fungo (Bastos e Evans, 1985). O primeiro relato de infecgdo de
mudas de cacau por um isolado de solanécea foi feito por Silva ef al. na Bahia,
em 1992, utilizando um isolado de S. paniculatum (jurubeba). Viana Junior ef al.
(2000) observaram que mudas de cupuagu, quando submetidas & alta pressio de

in6culo e inoculagdio continua, foram capazes de expressar sintomas provocados
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pelo isolado de lobeira de Minas Gerais, o que foi confirmado na presente
dissertacéo.

No presente trabalho, o isolado de C. perniciosa procedente de cipé foi
patogénico ao cacau Catongo e cupuagu. O isolado deste mesmo cipd, da familia
Malphigiaceae, foi relatado por Resende et al. (2000) causando sintomas de
vassoura-de-bruxa em mudas de Catongo, realizando inoculagdes artificiais em
casa-de-vegetagio.

Para a incidéncia da vassoura-de-bruxa nos diferentes genétipos testados
(Tabela 4), ndio houve diferenga estatistica quando as médias originais ou
transformadas dos genétipos de cupuagu e bicolor foram comparadas entre si, ao
nivel de 1% de probabilidade. Cacau Catongo apresentou a maior resposta a
incidéncia da doenga, sendo bastante suscetivel aos isolados testados. Mudas da
cv. Catongo s@o usadas como padrio de suscetibilidade em testes de
patogenicidade para avaliagio de progénies de cacaueiro quanto a resisténcia &
C. perniciosa (Silva et al., 1998), sendo um indicativo usado para demonstrar o

potencial desses isolados em avaliagdes de resisténcia.

TABELA 4 Teste de médias para incidéncia da vassoura-de-bruxa em diferentes
genétipos inoculados com diferentes isolados de C. perniciosa.

UFLA, Lavras, MG, 2001.
Genétipos MOID* MTID**  Teste 1%***
Catongo 37.4962 5.2517 A
Comum 29.0162 4.2686 B
Bicolor 19.6406 3.8044 C
Cupuagu 18.7425 3.1209 C

* Médias Originais de Incidéncia de Doenca

** Médias Transformadas de Incidéncia de Doenga

+** Médias seguidas pela mesma letra ndo siio significativas pelo teste Scott-
Knott a 1% de probabilidade.
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Os valores observados neste trabalho para incidéncia de doen¢a em
cacau comum e Catongo, provocados pelos isolados de cupuagu e cacau da
Bahia, em torno de 60%, sdo similares aos obtidos por Rocha e Wheeler (1985)
em testes de patogenicidade para avaliagio de progénies quanto a resisténcia a
C. perniciosa.

E importante ressaltar que as espécies cupuagu e Catongo demonstraram
ser suscetiveis ao isolado de cipd, embora apresentassem sintomas menos
severos para didmetro e comprimento das vassouras quando comparados aos
sintomas provocados pelos isolados de cupuagu e cacau comum nas mesmas
espécies (Tabela 5 - apéndice). Entretanto, os dados foram baseados em médias
e, devido a poucas repetigdes, a avaliagio das mudas infectadas ndo permitiu a
andlise estatistica.

Essa observaglio corresponde a sintomatologia ocasionada pelos
isolados de cipé do Equador, que foram inoculadas em mudas de cacau com
diferentes graus de resisténcia para avaliagdo de progénies quanto & infecgio por
C. perniciosa (Evans, 1978). A Figura 2 mostra os sintomas de vassoura-de-
bruxa nos genétipos avaliados no teste de patogenicidade noventa dias apds a
inoculagdo.

No patossistema T. cacao x C. perniciosa, o hospedeiro é uma planta
perene e o patgeno ¢ de multiplicagio sexuada, o que favorece o aparecimento
de novo bidtipos do patdgeno. Na verdade, a classificagio baseada
exclusivamente em detalhes de ordem morfol6gica néo atenderia a conveniéncia
de separar as diversas aptiddes patogénicas dos bidtipos do fungo. Efetivamente,
uma espécie como C. perniciosa reine individuos morfologicamente
semelhantes, mas, muitas vezes, bastante heterogéneos no tocante as suas
qualidades fisiologicas. Por sinal, esta heterogeneidade fisiologica condiciona

diferentes comportamentos patogénicos.
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Na avaliagdo de patogenicidade, niio ficou caracterizada a existéncia de
formae speciales do fungo C. perniciosa, uma vez que, isolados de cacau ¢
cupuagu foram patogénicos as diferentes espécies avaliadas. Até o presente
momento, ndo existe uma série diferenciadora de raga para Crinipellis
perniciosa em cacau que expresse claramente e diferentemente os sintomas da
vassoura-de-bruxa, dificultando, assim, a utilizagdo deste marcador fenotipico. E
necessario que novos gendtipos sejam testados com isolados de diferentes
regides geograficas e hospedeiros do fungo. Conhecendo a constituigio genética
das espécies utilizadas e identificando dissociages de patogenicidade do fungo,
serd possivel efetivar reagdes caracteristicas deste marcador fenotipico, o qual
ajudard no sucesso dos programas de melhoramento genético do cacaueiro ¢
cupuaguzeiro.

Os resultados mostraram que sdo necessérios estudos adicionais de
patogenicidade com uma maior quantidade de isolados de diferentes regiGes e
hospedeiros, em diferentes gendtipos, com variados graus de resisténcia, para se
avaliar o grau de viruléncia de cada isolado, visando a identificacio de
espécies/cultivares diferenciadoras e a possivel existéncia de formae

speciales/ragas fisiologicas do fungo Crinipellis perniciosa.
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1. Bicolor (Theobroma bicolor); 2. Catongo (1. cacao); 3. Comum (7. cacao); 4.
Cupuagu (T. grandiflorum).

FIGURA 2 Sintomas de vassoura-de-bruxa em diferentes genotipos, noventa
dias apds a inoculagio com diferentes isolados de Crinipellic.
perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2001.
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6 CONCLUSOES

1) Os isolados de cacau e cupuagu da Bahia foram patogénicos a todas as

espécies e ndo diferiram entre si em relagdo 4 incidéncia de doenca nos materiais

genéticos testados.

2) O isolado de cip6 foi patogénico aos gendtipos de cupuagu e Catongo,

entretanto, o isolado de lobeira foi patogénico apenas ao genétipo de cupuagu.

3) Entre as espécies de genétipos avaliados, néio foi observada a presenca de

Jformae speciales de C. perniciosa.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A literatura sobre variabilidade de C. perniciosa é relativamente nova.
Muito se avangou sobre o conhecimento da compatibilidade sexual e estudos de
patogenicidade do fungo, entretanto, estudos mais apurados para alguns biétipos
de C. perniciosa ainda ndo foram realizados. Um grande nimero de trabalhos
experimentais sob condigGes laboratoriais, relativos aos grupos de
compatibilidade somética, surgiu a partir da necessidade de desvendar a
variabilidade de C. perniciosa em diferentes regides do Brasil. A
compatibilidade somatica é vislumbrada como uma importante ferramenta em
estudos de diversidade genética entre populagdes do patégeno, e pode auxiliar os
estudos de patogenicidade que utilizem os mesmos isolados, caracterizando
relacionamento genético destes em testes de inoculagSes cruzadas, ratificando a
correlagiio entre SCG e distribuicdo geografica de isolados do fungo.

A utilizagio de patogenicidade como marcador na descrigio da
diversidade existente em bidtipos do fungo € importante no sentido de se
identificarem dissociagbes, o que permitira a selegio de espécies
diferenciadoras, caracterizando formas patogénicas e possibilitando uma melhor
compreensdo da durabilidade dos materiais que sdo utilizados em programas de
melhoramento genético do cacaueiro. A identificagio de marcadores fenotipicos
através de dissociagdes de patogenicidade que estejam ligados aos genes de
resisténcia do hospedeiro ¢ relevante para dar suporte a identificagio de
possiveis variantes do fungo, com a presém;a de formae speciales, ou até mesmo
da raca fisiologica de Crinipellis perniciosa.

E importante buscar metodologias de inoculagdes que permitam
estabelecer parimetros mais confidveis para determinagdo quantitativa da

patogenicidade em relagfio as diferentes espécies hospedeiras. O conhecimento
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da heranga genética dos hospedeiros utilizados nas avaliagbes de resisténcia
possibilitara a identificagio de marcadores fenotipicos caracterizando a
existéncia de ragas patogénicas, a qual poderd ser decisiva para os programas
que buscam fontes de resisténcia mais duradoura e efetiva contra C. perniciosa.
Com o avango das técnicas de biologia molecular e a facilidade para
caracterizagdo de resultados mais confidveis, estudos futuros com marcadores
RAPD, anilises de isoenzimas e do polimorfismo do mtDNA e a identificagdo e
clonagem de genes de patogenicidade poderdo trazer novas contribuigSes para
estudos sobre os mecanismos que regulam a interagfio ataque/defesa no
patossistema Crinipellis perniciosa x cacaueiro, assim como esclarecer sobre
variabilidade do pat6geno de diferentes regides geogréficas e hospedeiros.
Portanto, o intercimbio institucional de pesquisadores podera nortear
estratégias conjuntas para agdes efetivas em programas de melhoramento
genético e em estudos de variabilidade para controle da vassoura-de-bruxa do

cacaueiro e cupuaguzeiro.
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APENDICE Pigina

TABELA 5

Reagio de gendtipos de cupuagu e Catongo
em relago ao didmetro e comprimento das
vassouras provocados por diferentes isolados

de C. perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2001 60
MEIOS DE CULTURA

Meio V8 para pareamento entre isolados de

C. perniciosa no teste de compatibilidade somitica..............................60
Meio BDA (Batata-dextroSe-agar)..........ccccssusssessnssrsessssescnsrsnsssesssssssssssssane 60
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TABELA 5 Reagiio de gen6tipos de cupuagu e Catongo em relagéo ao didmetro
e comprimento das vassouras provocados por diferentes isolados
de C. perniciosa. UFLA, Lavras, MG, 2001.

GENOTIPOS/Isolados  Didmetro Vassoura Comprimento Vassoura
CUPUACU
Cacau (BA) 4,10mm 11,lcm
Cupuagu (BA) 3,94mm 10,7cm
Cip6é (MG) 3,35mm 8,20cm
CATONGO
Cacau (BA) 5,85mm 14,9cm
Cupuagu (BA) 4,74mm 13,7cm
Cip6 (MG) 3,25mm 6,70cm
MEIOS DE CULTURA

Os meios utilizados neste trabalho foram esterilizados a 121°C por 20 minutos.
As quantidades utilizadas s3o para o preparo de 1 litro de meio de cultura.

Meio V8 para pareamento entre isolados de C. perniciosa no teste de
compatibilidade somética. (Hine e Aragabi, 1963; Andebrhan ¢ Furtek, 1994)

gL’
V8 200
CaCO; 3
Agar 5
Agua destilada 800 mL

Meio BDA (Batata-dextrose-agar)

gL’
Batata 200
Agar 20
Dextrose 20
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