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RESUMO

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Frutificacio in vitro, caracterizacio
molecular e patogénica de Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer em
Theobroma cacao L. LAVRAS: UFLA, 2000. 75 p. (Doutorado - Tese em
Agronomia / Fitopatologia)*

Estudos de frutificacio in vitro de basidiocarpos, caracterizagdo
molecular e patogénica de Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-
bruxa do cacaueiro, foram realizados em Lavras — Minas Gerais ¢ llhéus -
Bahia, Brasil. A dificuldade de produg3o continua in vitro de basidiosporos de
C. perniciosa é uma etapa limitante aos trabalhos de pesquisa dessa devastadora
doenga. O objetivo do capitulo 1 foi frutificar in vitro basidiocarpos e obter
basidiosporos de C. perniciosa, promovendo alteragSes na metodologia ja
descrita (Griffith e Hedger, 1993). O inicio da frutificagdo de basidiocarpos
ocorreu 66 dias apds inoculagdo, em meio farelo vermiculita, sugerindo uma
melhoria na metodologia, baseado no corte temporario do suprimento de dgua a
teia micelial coberta com turfa e suspensa. No capitulo 2, foi estudada a
diversidade genética, utilizando marcadores RAPD de dez isolados
monospéricos de C. perniciosa, provenientes de seis Estados brasileiros (BA,
MG, AM, MT, PA, e RO) ¢ de trés hospedeiros (7. cacau, Heteropterys
acutifolia e Solanum lycocarpum). O DNA genémico foi extraido de cada
isolado e amplificado com nove “primers” decameros, gerando 101 marcadores
RAPD. As distincias genéticas entre os isolados variaram de 0,149 a 0,589. O

valor minimo de distincia diferente de zero foi de 17,4% ¢ mostrou a formagao

iii



de um grupo principal, com trés isolados da Bahia e um do Paré. Os outros
isolados foram distintos destes e os isolados do Mato Grosso (cacau) e Minas
Gerais (H. acutifolia e S. lycocarpum) foram os mais divergentes. Os resultados
evidenciaram variabilidade genética do patdgeno nos seis Estados brasileiros,
dentro da regido cacaueira da Bahia e nos trés hospedeiros. Tal variabilidade
deve ser considerada nos estudos de patogenicidade e no melhoramento do
cacaueiro, visando resisténcia a esse patogeno. No capitulo 3, a possibilidade da
existéncia de ragas fisiologicas de C. perniciosa foi investigada através de testes
de patogenicidade, com isolados provenientes de trés Estados da Amazbnia
(AM, PA e RO). Quatro clones, SCA 6, RB 29, IMC 67 (resistente) e SIAL 69
(suscetivel), com reagdes diferenciais conhecidas a C. perniciosa, foram
inoculados. Sessenta dias apés a inoculagdo foi avaliada a incidéncia da doenga.
O isolado de Rondénia foi o inico a causar infecgdo em SCA 6. Este resultado
mostra que ha variabilidade patogénica em C. perniciosa proveniente de cacau e

a existéncia de uma possivel raga fisiologica apta a infectar SCA 6.

*Comité Orientador: Hildrio Ant6nio de Castro — UFLA (Orientador), Mario
Licio Vilela de Resende — UFLA e Stela Dalva Vieira Midlej Silva - CEPLAC.
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ABSTRACT

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Im vitro fructification, molecular and
pathogenic characterization of Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer,
in Theobroma cacao L. LAVRAS: UFLA, 2000. 75 p. (Doctorate —
Thesis in Agronomy / Phytopathology)*

Studies of in vitro basidiocarps production, pathogenic and molecular
variability of Crinipellis perniciosa, causal agent of witches” broom of cacao
tree, were carried out in Lavras, Minas Gerais and llhéus, Bahia, Brazil. The
difficulty of continuous in vitro production of basidiospores of C. perniciosa is a
limitant step concerning research on this devastating disease. The objective of
chapter 1 was to produce basidiocarps and basidiospores of C. perniciosa in
vitro, promoting alterations in the methodology already described (Griffith and
Hedger, 1993). The beginning of the basidiocarps production, 66 days after
inoculation in brain-vermiculite media was achieved, suggesting a
methodological improvement based on a temporary cut in water supply to the
hanging mycelial covered with peat. In chapter 2, it was studied the genetic
diversity utilizing RAPD markers of ten monosporics isolates of C. perniciosa
coming from six brazilian States (BA, MG, AM, MT, PA and RO) and from
three hosts (7. cacao, Heteropterys acutifolia and Solanum lycocarpum).
Genomic DNA was extracted from each isolate and amplified with nine decamer
primers generating 101 RAPD markers. The genetic distances among isolates
ranged from 0.149 to 0.589. A dendrogram, with the minimum genetic distance

of 17,4 % showed the formation of one principal group with three isolates from



Bahia and one from Para. Other isolates were distinct from those and isolates
from Mato Grosso (cacao) and Minas Gerais (H. acutifolia and S. lycocarpum)
were even more distinct. The results showed genetic variability in the pathogen
population sampled from six brazilians States, including inside cacao region of
Bahia and from three hosts. This variability should be taken in account for
further studies of pathogenicity and cacao breeding for witches’ broom
resistance. In chapter 3, the possible existence of physiological races of C.
perniciosa was investigated through pathogenicity tests with isolates from
different Amazonian states (AM, PA and RO). Four clones, SCA 6, RB 29, IMC
67 (resistant) and SIAL 69 (susceptible) with known differential reaction to C.
perniciosa were inoculated. Sixty days after inoculation, disease incidence was
assessed. The isolate from Rondonia was the only one causing infection on SCA
6. This result demonstrated the existence of pathogenic variability in C.
perniciosa from cacao, allowing the detection of a possible physiological race of
the pathogen able to infect SCA 6.

*Guidance Committee: Hilario Antdnio de Castro — UFLA (Major Professor),
Mario Licio Vilela de Resende — UFLA, ¢ Stela Dalva Vieira Midlej Silva -
CEPLAC.
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1 INTRODUGCAO

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.), causada pelo
basidiomiceto Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, ¢ uma das doencas de
maior impacto econdmico, em paises produtores de cacau da América do Sul e
das Ilhas do Caribe (Silva, 1997). E, atualmente, a doenga mais importante do
cacaueiro na Bahia, na Amaz0nia brasileira e nos outros paises do novo mundo
onde ela ocorre: Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana, Peru, Suriname,
Venezuela, Guiana Francesa, Granada, Trinidade ¢ Tobago (Luz et al., 1997).

Apenas oito anos apos a constatagfio da vassoura-de-bruxa do cacaueiro
no sudeste da Bahia por Pereira et al. (1989), onde a doenga encontrou
condigdes agroecolégicas altamente propicias a sua disseminagdo, os efeitos
sentidos sobre a produgiio sdo devastadores, com queda de 75% da produgio,
gerando desemprego, €xodo rural e derrubada dos remanescentes da Mata
Atlantica (Trevizan e Silva, 1995; Luz et al., 1997).

A area cultivada com o cacaueiro no sudeste da Bahia supera os 600.000
hectares, distribuidos em 89 municipios, onde se encontra uma populagio de,
aproximadamente, 2.000.000 de habitantes, que estdo envolvidas, direta ou
indiretamente, com o cultivo e comercializa¢dio do cacau (Rocha, 1995).

A disseminacgdo geografica da vassoura-de-bruxa € de especial interesse
epidemiolégico. A doenga permanece restrita ao hemisfério sul, ao continente
Americano, um século depois de seu primeiro relato em 1895, no Suriname
(Holliday, 1952). Em maio de 1989, a doenca foi detectada no sul da Bahia,
alastrando-se por todo o Estado, ocorrendo, hoje, em todas as regides produtoras

de cacau (Sgrillo e Araijo, 1994). Sua disseminagio n3o foi controlada em mais



de 600.000 ha de cacau, devastando uma indistria, que havia gerado cerca de

um bilhdo de délares anualmente (Pereira, 1996).

A producdo de cacau, no Estado da Bahia, correspondia, até 1989, cerca
de 84,5% da produgZo nacional e 15% da mundial, porém, com a ocorréncia da
doenga na regido cacaueira baiana, a partir de maio de 1989 (Pereira et al.,
1989), a produgdo de cacau vem caindo, a ponto de ameacar a prépria
competitividade da cacauicultura nacional (Silva, 1997).

Diante da necessidade de contribuir para o estabelecimento de uma
estratégia de manejo integrado dessa doenga, com conhecimentos mais
aprofundados do patdgeno e da interagdo patogeno x hospedeiro, o presente
estudo objetivou:

a) aperfeicoar a metodologia existente para produgdo artificial (in vitro) de
basidiocarpos de Crinipellis perniciosa;

b) estudar a variabilidade genética do patogeno, avaliando a distancia genética
de 10 isolados monospéricos, de diferentes Estados brasileiros e de
diferentes hospedeiros;

¢) verificar a existéncia de racas fisiologicas, realizando estudos de
patogenicidade, inoculando mudas de cinco clones, utilizados no programa
de melhoramento genético do cacaueiro, pelo Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Frutificacdo in vitro de basidiocarpos e basidiésporos

Para a produgdo de basidiocarpos in vitro de Crinipellis perniciosa, é
necessario o conhecimento dos mecanismos, que regulam a reproducdio sexual
dos basidiomicetos. Os basidiomicetos sdo caracterizados por produzirem os
basidiésporos externamente as estruturas, que produzem esporos, as basidias, e
sio subdivididos em dois grandes grupos: homobasidiomicetos e
heterobasidiomicetos. C. perniciosa pertence ao grupo dos homobasidiomicetos,
por apresentar a produgdo de basidiésporos em basidias, na superficie de
membranas, que se desenvolvem em um basidiocarpo visivel. O ciclo de vida
dos fungos membranosos ¢ relativamente complexo, composto de uma fase
inicial da germinagio do basididsporo uninuclear, hapléide, no substrato, e
producdo de micélio mononuclear hapldide, que constitui a fase vegetativa do
ciclo de vida. A fase sexual é marcada pela fusiio de hifas (anastomose) de dois
isolados compativeis para formar um dicaridtico. Ap6és a plasmogamia, uma
reunido de nicleos em uma iinica célula ocorre e um heterocario ¢ formado pela
migracdo de nicleos, através do micélio monocaridtico existente. O dicario ou
heterocdrio pode continuar a produzir aumento do micélio no substrato, antes
que o primérdio do espordforo seja iniciado. Uma vez iniciado, o primérdio do
esporéforo cresce rapidamente, para produzir o basidiocarpo normal do
cogumelo. O estagio final, no ciclo sexual, ocorre nas camadas superficiais das
membranas dispostas na face inferior do pileo. Nas hifas das camadas
superficiais das membranas (himénio), desenvolvem-se células terminais

especializadas, as basidias. A basidia, que inicialmente é binucleada, ¢ o sitio da



fusdo nuclear e meiose da fase dipléide, que constitui o seu curto periodo de
maturacio. Normaimente, quatro basidiésporos surgem em esterigmas expostas
na parte de fora da superficie da basidia. Os basidiésporos sdo liberados através
de um mecanismo explosivo. A morfogénese sexual pode ser considerada em
trés estagios, plasmogamia e formagdo do dicariético, a iniciagdo do primérdio
de basidiocarpo ¢ o desenvolvimento e maturagdo do basidiocarpo (Smith e
Berry, 1976).

No ciclo de vida tipico da maioria dos basidiomicetos superiores, dois
estados vegetativos diferentes podem ser distinguidos: o monocario (ou
homocirio) e o dicario. O monocirio é o micélio primario, que se desenvolve da
germinagdo de um esporo sexual simples. O dicario é o micélio secundario, que
predomina na natureza, sendo altamente diferenciado em corpos de frutificacdo.

O agente causal da vassoura-de-bruxa, C. perniciosa, é um patdgeno
hemibiotréfico com dois tipos de micélio. Em tecidos verdes, 0 micélio é mais
espesso (5-8 pm), biotréfico ou parasitico, sem grampo de conexdio e cresce
intercelularmente, enquanto que, em vassouras secas, o micélio € saprofitico ou
necrotréfico, cresce inter e intracelularmente, sendo menos espesso (1,5-5 um),
apresentando grampo de conexio (Delgado e CooK, 1976; Evans, 1980; Griffith
e Hedger, 1994). A formacGo do grampo de conexdo, em hifas de culturas
monospdricas (Baker e Crowdy, 1943), a dicariotizagio de hifas monocaridticas,
derivadas de um tnico basididsporo uninucleado (Delgado e Cook, 1976), ¢ a
produgdo de basidiocarpos, a partir de culturas monosporicas (Purdy, Trese e
Arangudi, 1983), indicam que C. permiciosa é primariamente homotilico
(Griffith e Hedger, 1994; Andebrhan et al., 1999).

Os basidiésporos, liberados dos basidiocarpos de C. perniciosa,

infectam os tecidos meristemiticos do cacaueiro e induzem sintomas em gemas



vegetativas, almofadas florais, flores e frutos (Baker e Holliday, 1957; Thorold,
1975; Evans, 1981). Para se estabelecer hospedeiros diferenciais e ragas do
fungo sdo necessdrios suprimentos regulares e suficientes de basidiocarpos e
basididsporos de cada isolado, uma vez que essa € a Gnica forma infectiva do
patogeno (Evans e Bastos, 1980; Griffith e Hedger, 1993).

Basidiocarpos e basidiosporos de C. perniciosa sdo produzidos no
campo, sobre vassouras necrosadas, quando essas sdo submetidas a periodos
alternados de umidade (8 h por dia) e seca (16 h por dia), sob temperatura de
25°C e fotoperiodo de 12h (Rocha e Wheeler, 1982). Pedagos de vassouras secas
podem produzir basidiocarpos em condigées de laboratério, apés 8 a 12
semanas, podendo os basidiésporos serem utilizados, para inocular plantas
hospedeiras (Purdy e Dickstein, 1990).

A produgio artificial de C. perniciosa, na auséncia do hospedeiro foi
conseguida por Griffith e Hedger (1993), utilizando-se um meio a base de farelo
de trigo, vermiculita, carbonato de cilcio e sulfato de célcio. Dezoito diferentes
isolados frutificaram através desse método, incluindo isolados de todos os 4
bidtipos conhecidos de C. perniciosa. A produgéo de basidiocarpos teve inicio
entre 70 e 112 dias da inoculagfio. Stein et al. (1996) testaram a metodologia de
Griffith e Hedger (1993), para producio artificial de basidiocarpos do isolado
C990 de C. perniciosa do cupuaguzeiro e obtiveram sucesso, iniciando a
produgéio de basidiocarpos, 70 dias apds transferéncia do laboratério para a
cdmara Umida, tendo sido gastas oito semanas (56 dias) de incubagdo, no

laboratério, mais 70 dias para inicio da producéo, totalizando-se 126 dias.



2.2 Caracterizaciio molecular de Crinipellis perniciosa

Os métodos tradicionais de identificagsio de fungos, os quais se baseiam
na observacdo direta da morfologia da cultura e no exame microscépico das
estruturas reprodutivas, apos o periodo de incubacdo, no tém se mostrado
suficientes para a identificacdo de subespécies, variedades, ragas e bidtipos,
devido & semelhanca da maioria das caracteristicas morfolégicas desses agentes,
nesses niveis taxondmicos. Técnicas moleculares, baseadas na imunologia e
analises de acidos nucléicos, tém sido aplicadas em diversas areas da micologia
possibilitando diagnéstico répido, preciso e especifico de patégenos de plantas.

Griffith, Wilson e Hedger (1993) estudaram a estrutura da populagdo de
C. perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa, em populagées do Brasil e do
Equador, através de tipos compativeis, incompatibilidade somdtica e
polimorfismo de DNA mitocondrial. Distinguiram trés biétipos do fungo: o tipo
C, patétipo formador da vassoura no cacau; o tipo S, formador de vassoura,
encontrado em espécies de Solanum; e o tipo L, que causa uma infecgiio
assintomatica em “liana” - Arrabidaea verrucosa (Bignoniaceae). Duzentos
isolados da costa do Equador foram pareados e determinou-se que, a populagio
do bidtipo C, dessa regido, consistiu de um simples SCG (grupo de
compatibilidade somatica).

Oliveira (1995) estudou a compatibilidade somatica de 29 isolados de
C. perniciosa da Bahia e da Amazonia, e verificou que com poucas excegdes, os
isolados provenientes dos mesmos municipios comportaram-se  como
compativeis entre si. Todos os isolados originirios da Amazénia foram
incompativeis com os isolados de cacau da regido cacaueira da Bahia,
demonstrando que niio ha similaridade entre isolados das duas regides em
termos de compatibilidade.



Yamada e Oliveira (2000 - no prelo) estudaram 14 sistemas de enzimas
em 110 isolados de C. perniciosa. Os sistemas utilizados foram: Malato
Desidrogenase (MDH), Isocitrato Desidrogenase (IDH), Esterase Fluorescente
(FLE), Diaforase (DIA), Fosfoglucoisomerase (PGI), Fosfoglucomutase (PGM),
Aldolase (ALD), Peptidase (PEP), Alcool Desidrogenase (ADH), Aspartato
AminoTransferase (AAT), 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PG), Glucose-6-
Fosfato Desidrogenase (G6P), Shiquimato Desidrogenase (SKD) e Fosfatase
Acida (ACP). Destes, somente dois sistemas (DIA e SKD) nio apresentaram
bandas com boa resolugio. Os melhores resultados foram com os sistemas:
MDH, FLE, PGIl, PGM, ALD, PEP, 6PG e ACP. Os eletromorfos dos seis
sistemas de enzimas: MDH, PEP, PGI, PGM, 6-PG e IDH foram encontrados
em 101 isolados de C. perniciosa provenientes do cacaueiro e de outros
hospedeiros das regides sul da Bahia e Amazdnica. A anilise com isoenzimas
mostrou-se itil ao estudo da variabilidade de populagSes desse patdgeno,
podendo ser empregado como critério adicional, na confirmagfo, ou mesmo na
caracterizagéio de grupos de isolados.

Com o surgimento da técnica PCR (Polymerase Chain Reation) houve
uma verdadeira revolugdo no desenvolvimento das técnicas moleculares. Um
dos aspectos fundamentais dessa revolugdo foi a possibilidade de se amplificar
grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma. DNA, em
grandes quantidades podem ser facilmente detectados a olho nu, diretamente em
gel de eletroforese, através de corantes especificos para DNA (ex: brometo de
etidio). Entretanto, a técnica da PCR ainda apresentava uma limitagdo
significativa, na obtengdo de marcadores andnimos distribuidos pelo genoma. A
construgdo de “primers” para amplificagdo via PCR, depende, essencialmente,

do conhecimento prévio das seqiiéncias de nucleotideos que flanqueiam a




seqiiéncia de DNA de interesse, necessitando da clonagem e seqiienciamento da
regido, gerando elevagio de custos e demandando tempo para realizagiio da
técnica (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A técnica de RAPD (Randomic Amplified Polymorphic DNA),
desenvolvida por Williams et al. (1990), baseada na rea¢io da polimerase em
cadeia, tem sido utilizada na descricio da variabilidade de fungos
fitopatogénicos. Ela ¢ baseada na delimitacéo de fragmentos de DNA, abaixo de
3 kbp, pelo anelamento, em cada extremidade de 10 bases de oligonucleotideos,
atuando como “primers”. A amplifica¢iio ou ndo, do loco especifico ¢ devido a
presenca ou auséncia de sitios adequados para ligagio dos “primers” (Casela,
1995). A técnica de RAPD foi derivada da reagdo e;m cadeia, da polimerase
(PCR), sendo que a amplificagio ao acaso do DNA polimérfico (RAPD) nio
necessita do seqilenciamento, prévio das bordas do segmento DNA, porque os
“primers” sdo de seqiiéncia aleatoria, pareiam-se com as seqiiéncias
complementares ao longo do genoma.

O método de RAPD, é um dos recursos mais acessiveis para uso
rotineiro, devido  sua rapidez e simplicidade. Contudo, para o uso dessa técnica
deve-se trabalhar com culturas puras do fitopatogeno, pois os “primers” sio
aleatérios e podem, portanto, amplificar qualquer molécula (DNA) que esteja na
mistura (Caetano-Anolles, Bassam, Gresshoff, 1991; Henson e French, 1993).

O polimorfismo do DNA de C. perniciosa foi revelado por anélises de
RAPD em virios géneros e espécie de Sterculiaceae, Solanaceae e Bixaceae. As
comparagdes foram feitas entre isolados de T. cacao (cultivares Scavina 6 -
resistente), e os suscetiveis: 7. grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum,
Herrania sp (todos coletados préximo a Belém, Brasil, em trés lotes com dois

km de distincia de um para o outro), Bixa orellana e Solanum rugosum (150 km



e 144 km de Belém, respectivamente). Similaridades genéticas foram
determinadas pelo coeficiente de Sorensen (Sc;, fragio de bandas divididas),
variando de 1,00 (Scavina 6 e¢ 7. grandiflorum) para 0,56 (S. rugosum e T.
subincanum). Os resultados indicam que a proximidade é mais importante do
que a espécie hospedeira, para determinar a relagdo genética entre isolados, e
que das duas fontes de inéculo independentes, a situada préximo a Belém (o
in6culo de B. orellana) é a mais relacionada geneticamente com o isolado de T.
cacao suscetivel 3 C. perniciosa. Também foram feitas comparagbes entre
culturas monospéricas de diferentes basidiocarpos, de algumas vassouras obtidas
de cultivares de T. cacau suscetiveis a C. perniciosa, bem como de culturas
monospéricas de basidiocarpos de S. rugosum. As bandas padrdes foram
similares entre os basidiocarpos da mesma vassoura, mas diferencas foram
detectadas entre culturas monospéricas do mesmo basidiocarpo (Andebrhan e
Furtek, 1994).

2.3 Caracterizacdo patogénica de Crinipellis perniciosa

Os hospedeiros do fungo C. perniciosa incluem Theobroma cacao L.,
principal hospedeiro, além de outras espécies de Theobroma e Herrania
(T.bicolor; T. grandifiorum; T. obovatum; T. microcarpum; T.subincanum;
TI.speciosum; H. albiflora; H. nitida; e H. purpurea.), Sterculia speciosa (Evans,
1978), Bixa orellana (Bastos e Andebrhan, 1986), Solanum rugosum e
S.lasiantherum (Bastos e Evans, 1985), Athanaea aff pagogena (Bastos, Silva e
Almeida, 1991), Entata gigas (Evans, 1978), Solanum paniculatum (Silva,
Gramacho e Almeida, 1992), Solanum lycocarpum e Heteropterys acutifolia
Juss. (fam. Malpighiaceae) (Resende, Resende e Bezerra, 1998; Resende et al.,
2000).



Existem diferentes formas patogénicas (patétipos) de C. perniciosa,
embora nfio se possa falar de ragas, porque ainda niio foram estabelecidos
hospedeiros diferenciais (Luz et al., 1997). Isso indica variagio na populacio
desse patégeno, em fungdo da adaptagio a outras espécies de plantas, como o
biétipo-S, que incluem patétipos de C. perniciosa, adaptados a hospedeiros da
familia Solandceas, o bidtipo-B, com patétipos de C. perniciosa, adaptados a
hospedeiros da familia Bixaceae (Bixa orellana), além dos biétipos C (cacau) e
L (Liana) (Purdy e Schmidt, 1996).

Wheeler e Mepsted (1988), avaliando os resultados de 30 experimentos
sobre a variabilidade patogénica entre isolados de C. perniciosa de cacau, de
vérias drea da Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Trinidade e Venezuela
sugeriram a existéncia de dois grupos ou populagdes de C. perniciosa no cacau
cultivado. Um grupo A, composto de isolados da Bolivia e Pichilingue
(Equador) e a maioria dos isolados testados da Colombia, os quais induziram
sintomas severos no cacau Scavina 6, bem como, em um dos seus pais; e o outro
grupo (B), composto de isolados do Brasil, Trinidade ¢ Venezuela, os quais nio
causaram sintomas severos no Scavina 6. Dentro desses grupos poderiam ser
adicionadas variantes distinguidas por reagdes particulares do hospedeiro.
Isolados do Equador, especialmente vindos do oriente, centro de diversidade de
T. cacao, demostraram uma variagio de patogenicidade comparavel aquela
encontrada entre os isolados de cacau cultivado sobre extensas areas.

Existem algumas hipéteses, que tentam explicar a variabilidade
patogénica dos diferentes isolados de C. perniciosa, dentre elas Wheeler e
Mepsted (1988) citam uma comunicagio pessoal de Gregory (1978), onde este
relata as etapas de formagdo das vassouras. Quando uma vassoura surge de um

basidiésporo simples, o micélio na vassoura seca resultante € provavelmente
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autodicaridtico. Entretanto, algumas vassouras surgem de infecgdes de miltiplos
basidiosporos. Anastomoses vegetativas entre micélios originarios de diferentes
basididsporos poderiam dar oportunidades ao surgimento de heterocarios, no
micélio saprofitico, aumentando subseqiientemente a variabilidade na proxima
geracdo de basidiosporos. O teste dessa hipotese ¢ de fundamental interesse
porque o potencial de diversidade desse patogeno, especialmente dentro de uma
regido produtora de cacau, ¢ importante no planejamento de programas de

manejo da doenga, que incluem o uso da resisténcia do hospedeiro.
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CAPITULO 1

APERFEICOAMENTO DA METODOLOGIA DE
PRODUCAO ARTIFICIAL DE BASIDIOCARPOS DE

Crinipellis perniciosa



1 RESUMO

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Aperfeicoamento da metodologia de
preduciio artificial de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa.*
LAVRAS: UFLA, 2000. 75 p. (Doutorado - Tese em Agronomia /
Fitopatologia)**

O presente estudo objetivou aperfeigoar a metodologia para produgdo
artificial de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa, baseada em meio farelo-
vermiculita descrito na literatura. Os tratamentos incluiram o meio original de
farelo e vermiculita como testemunha, e oito modificagdes desse meio
correspondentes a eliminagdo ou a presenga em dobro de cada um dos seguintes
ingredientes: vermiculita, farelo de trigo, CaS0,.2H,0 ¢ CaCO;. Um décimo
tratamento foi incluido e constou do dobro da quantidade de todos ingredientes
em relagio 3 testemunha. O tratamento, no qual somente a quantidade de
CaS0,.2H,0 foi dobrada produziu, significativamente, mais basidiocarpos que
os demais tratamentos (P=0,05). Além da adig@io da quantidade de CaS0,.2H,0,
duas outras modificages realizadas na metodologia original, também parecem
ter contribuido para aperfeigod-la: 1) o aumento do inéculo inicial de 3 para 6
discos de micélio/bandeja, que pode ter resultado, na redugio observada do
tempo de colonizagéo do substrato; 2) a interrupgio no fornecimento de dgua por
quatro dias, 15 dias apds as bolachas (substrato totalmente colonizado pelo
C.perniciosa) terem sido dependuradas e que pode ter sido responsavel pela
redugdo notada no tempo, para inicio da frutificagiio, em relagdo ao mencionado
na literatura.

* Publicado na revista Fitopatologia Brasileira, v. 24, n. 4, p. 523-527, 1999.
*Comité Orientador: Hilario Antonio de Castro — UFLA (Orientador), Mdrio
Liicio Vilela de Resende — UFLA e Stela Dalva Vieira Midlej Silva — CEPLAC.
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2 ABSTRACT

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Improved methodology for artificial
production of basidiocarps of Crinipellis perniciosa.* LAVRAS: UFLA,
2000. 75 p. (Doctorate - Thesis in Agronomy / Phytopathology)**

The present study was aimed at improving the methodology for artificial
production of basidiocarps of Crinipellis perniciosa, based on the bran-
vermiculite medium described in the literature. The treatments included the
standard bran-vermiculite medium as control, plus eight different media where
the standard medium was modified by having ingredients either doubled in
weight or excluded from its composition. The tenth treatment consisted of a
medium that had a doubled quantity of all ingredients. The substrate, in which
only the quantity of CaS04.2H20 was doubled presented a trend to produce
significantly more basidiocarps than the other treatments (P = 0,05). In addition,
two other modifications of the original methodology also appeared contributed
to improve it: 1) initial inoculum of 3 mycelial discs was doubled and it was
noted that time of colonization of the substrate was reduced; 2) Irrigation was
interrupted for four days, 15 days after the cracker was hanged and time for
initiation of fructification appeared to be consequently reduced.

*Published in the magazine Brazilian Phytopathology, v. 24, n. 4, p. 523-
527, 1999.

**Guidance Committee: Hildrio Ant6nio de Castro — UFLA (Major Professor),
Mario Licio Vilela de Resende — UFLA e Stela Dalva Vieira Midlej Silva —
CEPLAC.
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3 INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.), causada pelo
basidiomiceto Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é a doen¢a de maior
impacto econémico do cacaueiro na Bahia, na Amazénia brasileira e em outros
paises do Novo Mundo onde ela ocorre (Luz et al., 1997; Silva, 1997). O
basidiésporo de C. perniciosa é a tinica forma infectiva, utilizada na selegio de
cuitivares resistentes ao patogeno. Assim sendo, suprimentos regulares de
basidiocarpos sdo fundamentais para investigagdes dos processos de patogénese
e avaliagdo de progénies de cacaueiros.

Suarez (1977); Rocha e Wheeler (1982, 1985) investigaram as condi¢Ges
climaticas necessarias a produgo natural de basidiocarpos a partir de vassouras
secas e concluiram que a irrigagio didria das vassouras, durante 8 horas,
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, foram condigGes Otimas a
producdo de basidiocarpos. Esse método, porém, requer grande quantidade de
vassouras secas, o inicio da producio de basidiocarpos ¢ demorado (em média
de 2 a 3 meses) e as vassouras sdo suscetiveis a contaminag¢Ses por outros
organismos. Dessa forma, os métodos naturais de produgdo de basididsporos
podem levar a reagSes ndo confidveis de resisténcia ou suscetibilidade no
hospedeiro, uma vez que nio tem sido possivel utilizar-se em inoculages,
basidiésporos, produzidos a partir de culturas monosporicas.

Segundo Griffith ¢ Hedger (1993), a primeira tentativa bem sucedida
para obtencdo de frutificagdo de C. permiciosa, em meio de cultura, foi realizada
por Stahel (1919), quando este dependurou uma porgiio de micélio em pote de
porcelana, em uma arvore no Suriname. Purdy, Trese e Aragundi (1983) e Purdy
¢ Dickstein (1990) refinaram esse método com algum sucesso através do
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crescimento micelial asséptico, seguido da colocagido de discos de micélio sobre
vassouras autoclavadas e outros suportes, simulando assim, as condigdes
presentes nos tropicos imidos, favoraveis a produgio de basidiocarpos. Merchan
(1979); Purdy, Trese e Aragundi (1983); Pickering e Hedger (1987), também,
obtiveram basidiocarpos de C. perniciosa, através da deposi¢do de discos de
micélio, em vassouras estéreis, imersas em agar-agua dentro de erlenmeyers.
Bastos e Andebrhan (1987) relataram a produgdo de basidiosporos sem
formacdo de basidiocarpos, diretamente a partir de callus, em culturas miceliais
crescidas em meio Lutz modificado (Tuite, 1969). Entretanto, o grande avango
na produgdo artificial de basidiocarpos de C. perniciosa, somente ocorreu a
partir do trabalho de Griffith e Hedger (1993). Estes autores cultivaram o fungo
em um meio & base de farelo de trigo e vermiculita, usualmente utilizado para o
cultivo de cogumelos comestiveis. Apos o crescimento micelial, submeteram o
meio colonizado a certas condigdes de flutuagdo de umidade essenciais a
frutificacdo. Stein et al. (1996) obtiveram, também, basidiocarpos de
C.perniciosa (isolado de cupuaguzeiro) em dez semanas, utilizando-se o meio ¢
os procedimentos descritos por Griffith e Hedger (1993).

Entretanto, apesar dos avancos exemplificados nos trabalhos
supracitados, a dificuldade de producdo artificial continua de basidiocarpos,
continua sendo um fator limitante aos trabalhos de pesquisa com vassoura-de-
bruxa, em cacau, uma vez que essa produgdo € ainda inconstante, além de
demandar muito tempo. Um exemplo da literatura sobre cultivo de cogumelos
comestiveis (Elliot, 1985; Bononi e Trufem, 1986; Chang, 1993) indicou que
seriam recomendaveis estudos complementares, sobre as propor¢des dos
componentes do meio farelo-vermiculita, visando a obten¢do de uma formulagdo
capaz de viabilizar uma produ¢@o mais precoce e constante de basidiocarpos de
C. perniciosa.
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O presente trabalho, objetivou explorar a hipétese de que alteracdes nas
propor¢des dos componentes do meio farelo-vermiculita, alteragdes na
quantidade do inéculo e nas condi¢des ambientais, para frutificacdo desse
patogeno, podem diminuir o tempo para inicio da produgdo artificial de

basidiocarpos.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos, no periodo de janeiro a dezembro de
1998, no laboratdrio de patologia de sementes (LAPS), da Universidade Federal de
Lavras (MG).

4.1 Material genético
Foi utilizada uma cultura pura de C. perniciosa, obtida do isolamento de
vassoura verde de cacaueiro infectado pelo patdgeno, coletada no municipio de

Ipiad, sudeste da Bahia.

4.2 Metodologia

Testou-se a metodologia descrita por Griffith ¢ Hedger (1993), com
modificagGes nas quantidades dos componentes ¢ no dobro de inéculo
preconizado, ou seja, 6 discos de micélio, buscando-se reduzir o tempo de
colonizagio do substrato. O meio bésico de Griffith e Hedger (1993) foi
considerado como testemunha (TRAT 1) e nos demais tratamentos, dobrou-se a
quantidade de um dos componentes (g/120 mL de agua), ou excluiu-se 0 mesmo

da composigio (Tabela 1).
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TABELA 1. Composicio do substrato para cultivo in vitro de C. perniciosa.

TRATAMENTOS VERMICULITA FARELO CaSO.2H;,0 CaCO;

(A) (B) () (D)
GRAMAS

TRAT 1 (TEST-T) 40 50 6 1,5
TRAT 2 (+A) 80* 50 6 1,5
TRAT 3 (-A) 00+ 50 6 1,5
TRAT 4 (+B) 40 100* 6 1,5
TRAT 5 (-B) 40 00* 6 1,5
TRAT 6 (+C) 40 50 12* 1,5
TRAT 7(-C) 40 50 00* 1,5
TRAT 8 (+D) 40 50 6 3+
TRAT 9 (-D) 40 50 6 00*
TRAT 10 (2XT) 80* 100* 12* 3*

*Constituinte mudado em relagdo ao tratamento 1 (testemunha).

Para cada composigio do substrato (tratamento), foram adicionados 120
mL de dgua destilada deionizada, pH 7,0 - 7,5 antes da homogeneizagdo. Cada
substrato foi entdo distribuido em 4 bandejas descartaveis, de aluminio (15x 10
X 5 cm), & propor¢do de 30 g do substrato/bandeja, sendo as bandejas enroladas
em papel aluminio e autoclavadas por 20 minutos a 121 °C. A inoculagio foi
realizada, colocando-se 6 discos (5 mm didmetro) de micélio, retirado de cultura
em BDA, com 15 dias e colocados em pontos eqilidistantes nas bandejas. Apés a
inoculagdo, as bandejas foram colocadas em cimara de crescimento, com
temperatura ajustada para 25 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 12 h, durante duas
semanas (10/02 a 24/02/98).

Apés esse periodo de incubagdo, as bandejas foram abertas em camara
de fluxo laminar e a superficie de cada substrato foi coberta com 15 g de um
composto autoclavado, constituido de 200 g de turfa grossa, 50 g de CaCO; e
50g de vermiculita, a0 qual foram adicionados 125 mL de dgua destilada
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deionizada. Apos a cobertura, as bandejas permaneceram por mais duas semanas
(24/02 a 10/03/98) a 25 °C £ 2 °C, sendo entdo novamente abertas. O conteido
de cada bandeja, ja agregado pela colonizagdo micelial (bolachas) foi entdo
dependurado (10/03/98) dentro de quatro vassoureiros (cimaras de vidro com 90
X 60 x 37 cm cada). Esses vassoureiros tinham microaspersores na parte superior
que foram regulados para fornecerem uma irrigagio de 800 mL de dgua/dia,
divididos em dois intervalos de 30 segundos cada, um pela manhi e outro a
tarde, para manter a umidade relativa uniforme acima de 90 %. Os vassoureiros
foram deixados dentro de sala climatizada, com temperatura ambiente, regulada
para 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12 h. Quinze dias apés (25/03/98), o
fornecimento de dgua nos vassoureiros foi suspenso por 4 dias consecutivos,
objetivando criar uma situagio de estresse e induzir a produgio mais precoce de
basidiocarpos. A varidvel analisada foi a produgdo total de basidiocarpos por
tratamento e, em cada face dos blocos, sendo realizadas contagens didrias de
basidiocarpos com posterior coleta e armazenamento de basidiésporos,
utilizando metodologia de Frias (1987). Para confirmar a patogenicidade do
fungo, os basididsporos assim produzidos foram inoculados, na concentragio de
10° basidiésporos/mL, em 50 mudas de cacau Cv. Catongo (suscetivel) com
duas semanas da emergéncia. Ap6s 3 inoculagdo, as mudas foram mantidas em
casa-de-vegetagio com sistema automatizado de controle de umidade e

temperatura.

4.3 Delineamento experimental

O delineamento foi em blocos casualizados (DBC); cada tratamento
constou de quatro repeticGes, com uma bandeja por repeticio. Os dados de
producdo total de basidiocarpos foram submetidos & analise de varidncia e

comparadas com o teste de Duncan.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento na quantidade do indculo inicial, passando de 3 (Griffith ¢
Hedger, 1993) para 6 discos, reduziu o periodo de colonizagio dos substratos de
56 para 42 dias. A produgdo de basidiocarpos teve inicio 24 dias apés a
colocagiio das bolachas nos vassoureiros (03/04/98), ou seja, 46 dias a menos
que o conseguido por Stein et al. (1996), que necessitaram de 70 dias para o
inicio da produgdo de basidiocarpos. Observou-se que 48 horas ap6s as bolachas
terem sido retiradas das bandejas e dependuradas nos vassoureiros, ocorreram
modificagdes na coloragdo do micélio, passando de branco para amarelo e que
no 7° dia, a coloragdo amarelada mudou e estabilizou-se em um vermelho vinho,
indicativo do inicio da formagdo de basidiocarpos.

Os basidi6sporos obtidos, a partir de basidiocarpos produzidos nesses
substratos, induziram sintomas caracteristicos da doenga, em mais de 60% das
mudas inoculadas, o que ¢ similar ao obtido em inoculagdes feitas com
basididsporos, produzidos pelo método convencional a partir de vassouras secas
(Rocha e Wheeler, 1985).

De acordo com a produgio de basidiocarpos/tratamento, os resultados
demonstram que o tratamento 6, com o dobro da quantidade de sulfato de
cilcio, em relagdo & testemunha, produziu mais basidiocarpos, do que os
tratamentos 2, 3 e 5 (Figura 1) (P = 0,05), com uma tendéncia de produzir mais

basidiocarpos que os demais tratamentos, incluindo-se a testemunha.
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FIGURA 1. Numero médio de basidiocarpos de C. perniciosa em meio
basico de farelo-vermiculita, com diferentes composicdes.
(Tabela 1).

Segundo Griffin (1993), o substrato para o cultivo de cogumelos deve
ter um equilibrio entre os macronutrientes. O melhor resultado, em termos de
produgdo de basidiocarpos, foi obtido quando se dobrou a quantidade de sulfato
de calcio, podendo se fazer algumas conjecturas, como por exemplo: 1) a
quantidade de sulfato, no meio original, ndo era ainda suficiente para a produgio
de aminoacidos sulfurados, como metionina e cisteina, essenciais a sintese
protéica; 2) o aumento da quantidade de sulfato de calcio, no meio, pode ter tido
influéncia na alterag¢@o do pH e ser o real responsavel pelo resultado obtido.

Nos tratamentos 2, 3 e 5, a produgio média de basidiocarpos foi minima.
Nos tratamento 2 € 3, o excesso ou falta de vermiculita, afetou a estrutura fisica
das bolachas, causando excesso ou deficiéncia de umidade disponivel, gerando
um ambiente desfavoravel a produgdo de basidiocarpos, concordando assim,
com vdrios autores, que afirmam que a umidade € o fator mais importante na
producdo de basidiocarpos (Thorold, 1975; Bastos e Silva, 1980; Andebrhan,
Almeida e Fonseca, 1983). No tratamento 5, a auséncia total de farelo de trigo,

certamente, prejudicou a produgdo de basidiocarpos, em funcdo de ser esse
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componente a principal fonte de carbono do substrato. Esses resultados
demonstram que € necessario haver um equilibrio entre os dois componentes de
maior peso, na mistura (farelo ¢ vermiculita), concluindo-se que as quantidades
de 500g de farelo e 400g de vermiculita, no meio original (Griffith e Hedger,
1993) sejam as ideais.

No tratamento 10, onde a quantidade de todos os ingredientes do
substrato foi dobrada, observou-se que a produgio de basidiocarpos foi
prejudicada. Possivelmente, isso ocorreu porque havia, proporcionalmente,
metade da dgua acrescida inicialmente ao meio, causando assim uma deficiéncia
hidrica no meio.

Foi quantificada a produgdo de basidiocarpos em toda a superficie das
bolachas. Os dados demonstraram que, independente do tratamento, foram
produzidos basidiocarpos, nas superficies cobertas ou nio (Figura 2), com
médias de 9,23; 18,88 e 3,95 basidiocarpos, respectivamente, por face micelial,
face coberta e faces laterais. Essas observagdes realcam a importincia de se
dependurar as bolachas, evitando-se perdas de superficies, por apoio em suportes

solidos, tornando-se obstaculo a frutificaciio do patogeno.
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FIGURA 2. Produgiio de basidiocarpos de C. perniciosa, em meio farelo-

vermiculita. 2A — Inicio da produgdo, ainda com presenga
abundante de micélio; 2B — Apds 60 dias do inicio da produgdo,

com substrato ja se decompondo.
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)

2)

3)

4)

6 CONCLUSOES

E possivel iniciar a produgdo de basidiocarpos de C. perniciosa, 66 dias
ap6s a inoculagido em meio farelo-vermiculita.

O estresse causado pela cobertura com turfa e o estresse hidrico funcionam
como indutores, para o inicio da produggo de basidiocarpos.

O periodo maximo da produgfio de basidiocarpos foi de 52 dias, apés esse
periodo ocorreu a incidéncia de fungos, principalmente, dos géneros
Trichoderma e Penicillium e outros organismos contaminantes prejudicaram
a manutengiio da produgZo.

Estudos sobre o controle dos fungos contaminantes, sem afetar a
sobrevivéncia de C. permiciosa, certamente, contribuirio para um maior

periodo na produgdo artificial de basidiocarpos.
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CAPITULO 2

DIVERGENCIA GENETICA DE Crinipellis perniciosa,
BASEADO EM MARCADORES RAPD



1. RESUMO

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Divergéncia genética de Crinipellis perniciosa,
baseado em marcadores RAPD. LAVRAS: UFLA, 2000. 75 p.
(Doutorado — Tese em Agronomia / Fitopatologia)'

O fungo Crinipellis perniciosa, origindrio da regido Amazodnica
tem sido encontrado causando sintomas de vassoura-de-bruxa em varios
hospedeiros em diferentes regides do Brasil. Objetivando estudar a
diversidade genética de dez isolados monosporicos de C. perniciosa
provenientes de seis Estados brasileiros: AM, BA, MG, MT, PA e RO:; e
de trés hospedeiros: Theobroma cacao, Heteropterys acutifolia e
Solanum lycocarpum, utilizou-se marcadores RAPD. De cada isolado foi
extraido o DNA gendmico e amplificado com nove primers decameros,
gerando 101 marcas RAPD. A partir desses dados foram estimadas as
distancias genéticas, baseada no complemento do coeficiente de
similaridade de Nei e Li (1979). As distancias genéticas variaram entre
0,149 e 0,589. O valor minimo de distdncia diferente de zero foi de
17,4% e mostrou a formagdo de um grupo principal, com trés isolados da
Bahia ¢ um do Pard. Os demais isolados foram distintos do grupo
principal, sendo que os de Mato Grosso (cacau) e Minas Gerais (cipo e
lobeira) foram os que apresentaram maiores divergéncias. Os resultados
evidenciaram variabilidade genética do patégeno nos seis Estados
brasileiros, dentro da regido cacaueira da Bahia e nos trés hospedeiros.
Tal variabilidade deve ser considerada nos estudos de patogenicidade e
no melhoramento do cacaueiro, visando resisténcia a esse patogeno.

*Comité Orientador: Hilario Anténio de Castro — UFLA (Orientador), Mario
Lucio Vilela de Resende — UFLA e Stela Dalva Vieira Midlej Silva — CEPLAC.
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2 ABSTRACT

NIELLA, GIVALDO ROCHA. Genetic divergence between isolates of
Crinipellis perniciosa, based on RAPD markers. LAVRAS: UFLA, 2000.
75 p. (Doctorate — Thesis in Agronomy / Phytopathology)

Crinipellis perniciosa is a fungus originated from the Amazon region
and has been found causing witches’ broom symptoms in various hosts in
different regions of Brazil. Aiming to study the genetic diversity of ten
monosporic isolates of C. perniciosa obtained from six Brazilian States: AM,
BA, MG, MT, PA and RO and three hosts - Theobroma cacao, Heteropterys
acutifolia and Solanum lycocarpum, RAPD markers were used. From each
isolate the genomic DNA was extracted and amplified with nine primers
generating 101 RAPD marks. Using those data the genetic distances were
estimated from the complement of genetic similarities according to Nei and Li
(1992) procedure, and grouped by the nearest neighbor clustering. The relative
genetic distances varied from 0.149 to 0.589. A dendrogram, with the minimum
genetic distance of 17,4 % showed the formation of one principal group with
three isolates from Bahia and one from Para. The other isolates were distinct
from the principal group, and the isolates from States of Mato Grosso (7. cacao)
and Minas Gerais (H. acutifolia and S, lycocarpum) were the most divergent.
The results showed genetic variability in the pathogen population sampled from
six brazilians States, including inside cacao region of Bahia and from three
hosts. This variability should be taken in account for further studies of
pathogenicity and cacao breeding for witches’ broom resistance.

*Guidance Committee: Hilario Anténio de Castro ~ UFLA (Major Professor),
Mario Licio Vilela de Resende — UFLA, e Stela Dalva Vieira Midlej Silva —
CEPLAC.
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3 INTRODUCAO

E importante se conhecer a diversidade genética das espécies fungicas
fitopatogénicas para se aumentar a eficiéncia de controle dos mesmos.
Entretanto, nem sempre € facil realizar o levantamento da diversidade. Para isso
existem varias alternativas de caracteres marcadores que diao idéia da sua
magnitude, alguns mais faceis de serem avaliados do que outros.

Na maioria das espécies fiingicas, marcadores morfologicos sdo raros e
pouco observados em populagdes naturais e sdo, muitas vezes, influenciados
pelas condigdes ambientais. Por esse motivo, marcadores bioquimicos e
moleculares, vem sendo utilizados como ferramentas auxiliares, em estudos de
variabilidade genética, fisiologia e ecologia de fungos (Michelmore e Hulbert,
1987).

Para fungos causadores de doengas, em plantios comerciais, a
patogenicidade é utilizada como um marcador fenotipico nos estudos de
variabilidade genética. A identificacio de ragas € feita através das reacdes de
suscetibilidade e resisténcia, expressadas por diferentes graus de patogenicidade,
apresentados pelo fungo, inoculando-se, cada isolado, em uma série
diferenciadora. Até a presente data, ndo existe uma série diferenciadora para a
cultura do cacau (Theobroma cacao L.), que expresse com diversidade de
sintomas a doenga vassoura-de-bruxa, dificultando assim, a utilizagdo desse
marcador fenotipico (Luz et al., 1997). O uso de marcadores moleculares
isoenzimaticos e baseados no DNA tém aumentado nos ultimos anos,
abrangendo diversos patossistemas, pois sao ferramentas, que complementam o
estudo da variabilidade genética e permitem explorar outros aspectos da
diversidade dos fitopatogenos (Al-Kherb, Roelfs e Groth, 1987).
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Os marcadores RAPD (DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso) estio
entre os mais utilizados em associages, com estudos de identificagio de racas e
testes de patogenicidade, visando esclarecer alguns aspectos correlacionados ao
patégeno e auxiliar, no entendimento da sua evolucio no meio ambiente (Otoya,
Resrepo e Pastor-Corales, 1995). Adicionalmente, os marcadores RAPD estiio
sendo utilizados no estudo da diferenciacfio e caracterizagio de ragas fisiologicas
(Vilarinhos et al., 1995; Alzate-Marin et al,, 1997; Mesquita et al., 1998).

O fungo Crinipellis perniciosa ¢ origindrio da regidio Amazénia e
encontra-se difundido em diferentes regides do Brasil, ndo s6 associado a cultura
do cacau como em outros hospedeiros. Existem varias formas patogénicas de
C.perniciosa, indicando haver variagdo na populagio desse patégeno (Wheeler e
Mepsted, 1988), em fungio da adaptacio a outras espécies de plantas (Bastos e
Evans, 1985; Bastos, Silva e Almeida, 1991; Silva, Gramacho e Almeida, 1992),
embora nio tenham ainda sido determinadas racas, porque ni#o foram
estabelecidos hospedeiros diferenciais, dentro da espécie T. cacao. Estudos
sobre a variabilidade genética do fungo sdo importantes para se entender a
dinimica populacional, bem como tragar estratégias para o melhoramento
genético do cacaueiro, visando a obtengdo de resisténcia ao patdgeno.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de dez
isolados monospéricos de C. perniciosa, provenientes de seis Estados brasileiros
(Amazbnia, Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Pari e Rondénia) e de trés
hospedeiros: T. cacao, Heteropterys acutifolia (cip6) e Solanum lycocarpum
(lobeira), utilizando marcadores RAPD.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de janeiro a dezembro de
1999, nos laboratérios de Patologia de Sementes e Virologia Vegetal, do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG. No
laboratério de Biologia Molecular do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC),
da Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), Ilhéus - BA,

foram realizadas, apenas, as amplificagdes dos DNAs.

4.1 Obtencéo de isolados

Foram utilizados dez isolados de C. perniciosa, obtidos nos Estados do
Amazonas (Manaus), no Pard (Belém), no Mato Grosso (Alta Floresta) e na
Bahia (Santo Amaro da Purificagdo, Ipiaq, Ilhéus e Camacan), enviados pela
CEPLAC, em tubos de ensaio contendo BDA. Os isolados de Rondénia (Ouro
Preto D’Oeste) ¢ de Minas Gerais (Lavras e Itumirim), foram obtidos a partir de

vassouras verdes. Todos os isolados estdo representados na Tabela 1.

TABELA 1 - Identificagdo do isolado de C. perniciosa pelo local de coleta e do

hospedeiro.
ISOLADO MUNICIPIO HOSPEDEIRO
ITU [tumirim H. acutifolia
LAV Lavras S. lycocarpum
CAM Camacan T. cacao
ILH 1théus T. cacao
IP1 piai T. cacao
STA St° Amaro T. cacao
ALF Alta Floresta T. cacao
OPO Ouro P. D’Oeste T. cacao
BEL Belém T. cacao
MAN Manaus T. cacao
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Para obtengdo das culturas monospéricas, os isolados obtidos
anteriormente foram cultivados em BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose e 20
g de 4gar/1000 mL de 4gua) e mantidos em BOD, com temperatura ajustada para
25 °C £2 °C e fotoperiodo de 12 h de luz. Quinze dias apos, as culturas puras, de
cada isolado, foram utilizadas para a produgio de “bolachas” e posterior
producdo de basidiocarpos, utilizando-se a metodologia de Griffith ¢ Hedger
(1993), aperfeigoada por Niella et al., (1999). Os basididsporos obtidos foram
coletados e armazenados em nitrogénio liquido, conforme metodologia de Frias
(1987 e 1995).

Os basidiésporos liberados dos basidiocarpos foram coletados em
glicerol a 16% e a concentragdo da suspensdo de esporos foi quantificada com o
auxilio de um hemocitémetro. Essa suspensio foi submetida a diluigGes
sucessivas (10° 10%, 10°, 10°) e as vérias diluigdes foram distribuidas em placas
de Petri, para germinago ¢ obtengiio de microcolnias, que foram transferidas,
em camara de fluxo laminar com auxilio de um microscdpio estereoscdpio e
estilete, para placas de Petri, contendo meio BDA, obtendo-se assim, um
exemplar monospérico, de cada um dos dez isolados.

O micélio para extragio de DNA foi obtido de um disco de 0,5 cm de
didmetro, retirado da borda das culturas monospoéricas, com quinze dias de
repicadas e depositado no centro de placas de Petri de 9 cm de didmetro,
adicionando-se, posteriormente, 10 mL de meio de cultura liquido, até ao nivel do
disco (BDA + micélio).
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4.2 Meio de cultura liquido

O meio de cultura liquido utilizado para a producdo de micélio
monosporico de C. perniciosa, visando posterior extragdo de DNA, foi o de
Mills, Sreenivasaprasad e Bronn (1994), Tabela 1A, Anexo A.

Para ndo cobrir o micélio da superficie do disco com o meio liquido, foi
adicionado um volume de 10 mL. Com isso, o suprimento de oxigénio foi
suficiente para o desenvolvimento do micélio. As placas de Petri foram
incubadas a 25 °C + 2 °C durante 12 dias, com ciclos de 12 h de luz, em cdmara

de crescimento (BOD).

4.3 Extracio de DNA

A metodologia utilizada para extragdo de DNA do micélio monospdrico
foi baseada no protocolo modificado de Doyle e Doyle (1987, 1990). Em
almofariz, adicionou-se 10 g do micélio imido de cada isolado, 5 mL de tampao
de extragio CTAB a 2% aquecido previamente a 65 °C, 20 pL de 2pB-
mercaptoetanol € 2 g de areia (a areia utilizada nesse processo foi lavado 5
vezes em peneira de 8 mesh, sendo as duas tltimas lavagens com agua destilada
e a seguir, queimada em mufla a 500 °C durante 1 hora). O conteido do
almofariz foi macerado e homogeneizado durante 20 minuto e transferido para
tubos de centrifuga. O almofariz foi lavado com mais 5 mL de CTAB, o
contetdo adicionado aos tubos. Incubou-se os tubos durante uma hora, em
banho-maria, a 65 °C, esfriando-se, posteriormente, em dgua a temperatura
ambiente.

Adicionou-se 10 mL de cloroférmio - alcool isoamil a 25 %, agitou-se
lentamente, inverteu-se 30 vezes e centrifugou-se a 5000 rpm a 4 °C por

5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado, acrescentou-se 3 vezes o
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volume coletado com acetato de aménio 7,5 M - etanol 95° (1:6), e colocou-se
no freezer a —20 °C por 24 horas (pernoite), para precipitagiio do DNA. O
precipitado do DNA foi seco a temperatura ambiente e apds, dissolvido em
300pL de Tris-EDTA (TE), | mM tris e 0,1 mM EDTA, em banho-maria, a
65 °C por 20 minutos. Estando o DNA completamente dissolvido, foi
adicionado igual volume de cloroférmio-alcool isoamil e centrifugado a 14000
rpm a 4 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e adicionou-se 3 vezes o
volume com etanol a 95° - acetato de sédio a 3 M (20:1) e colocado no freezer
durante 2 horas, para nova precipitagio do DNA. Em seguida, o etanol - acetato
de sddio foi descartado e 0 DNA dissolvido em TE.

Para eliminar residuos de RNA, foi utilizado o tratamento com RNase.
Objetivando purificar os DNAs de impurezas, estes foram precipitados com
alcool etilico (70%) e centrifugados rapidamente (spin), para eliminar o dlcool e
o TE. O DNA foi seco e ressuspendendido novamente em 100 pL de TE,
adicionando-se 10 pL de RNase, previamente diluida e a seguir incubados por
60 minutos a 37 °C. Apés, o DNA foi quantificado, retirada uma aliquota e
armazenado em ultra freezer a — 80 °C.

4.4 Amplificacio do DNA

Amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas pela técnica de
RAPD, seguindo-se o protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1998), tabela 2A,
Anexo A. As reagSes foram realizadas em termociclador PTC-100™, da MJ
Research Inc., programando-se 40 ciclos, cada um constituido da seguinte
sequéncia: 60 segundos a 92 °C, para desnaturagdo do DNA; 60 segundos a 35
°C, para anelamento dos “primers™; e 2 minutos a 72 °C, para extensdo. Apés os
40 ciclos, foi feita uma ultima etapa de extensdo de 5 minutos a 72 °C, para
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finalizar os produtos amplificados, reduzindo-se, posteriormente, a temperatura
para 4 °C. Foram utilizados os seguintes “primers” a 0,4 mM nas amplificagdes:
OPA13, OPB1S, OPC4, OPC19, OPGS8, OPG12, OPF2, OPF9, OPE9.

Ap6s a amplificagdo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose a
1,2 %, contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e submerso em tampao TBE
(Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi de,
aproximadamente, quatro horas a 75 volts. Ao término da corrida, os géis foram

fotografados sob luz ultravioleta.

4.5 Determinacio das distincias genéticas

A determinagdo das distdncias genéticas entre os isolados de
C.perniciosa foi realizada a partir dos produtos de amplificagio do DNA. A
interpretacdo dos dados foi feita da seguinte forma: bandas de DNA em comum,
entre os isolados, foram consideradas similaridades genéticas, enquanto que,
bandas nao comuns, diferengas genéticas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os dados obtidos foram utilizados para a gera¢ao de uma matriz de
valores binarios, construida de acordo com a presenga (1) ou auséncia (0) de
bandas em comuns nos diferentes isolados. Essa matriz possibilitou o calculo
das distancias genéticas (dg;) entre os isolados i e j, baseada no complemento
do coeficiente de similaridade de Nei e Li (1979), por meio da seguinte

expressio:
dg;=1- [2a/(2a + b +¢)]

emquea=1,l nasragasiej; b=1,0 nasragasiej; c = 0,1 nas ragas i ej.
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A matriz de distincias genéticas foi utilizada no método de
agrupamento do vizinho mais proximo, reunindo os isolados, em um
dendrograma. Para identificar diferengas genéticas entre os isolados foi
considerada a distancia genética minima significativa (dgm), utilizando o teste t
e a média dos erros associados a cada distancia (Sagm) segundo Skroch, Tivang e

Nienhuis (1992), empregando-se a seguinte expressio:

em que t ¢ o valor tabelado a um dado nivel de probabilidade (99 %), com n-2

graus de liberdade ¢ n € o namero de bandas polimérficas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da caracterizagdo genética de C. perniciosa, foram
utilizados 9 “primers” decdmeros, os quais geraram 101 marcadores RAPD,
fornecendo uma média de 11,22 marcadores por “primer”. A Figura 1, mostra
o perfil de bandas, obtido com o “primer” OPA-13 para os dez isolados
(Tabela 1) e exemplifica uma banda polimorfica (A) e uma monomorfica (B),

bem como, os padrdes de pesos moleculares expressos na canaleta A.

ITU LAV CAM ILH IPI STA ALF OPO BEL MAN A

g Frdnnnct T et et e —— o r—

R Sl e G Nl T e lsad dmmoe ==t Tnae

—P- EET 55 o sEme wew SIS 1 76 Py
= 492Pb
B

FIGURA 1- Perfil de bandas de 10 isolados de C. perniciosa, utilizando
o “primer” OPA-13.
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TABELA 2. Matriz de distincias genéticas entre dez isolados de C. perniciosa,

calculadas com base no complemento do coeficiente de
similaridade de Nei e Li (1979).

Isolados ITU LAV CAM ILH IPI STA ALF OPO BEL MAN
ITU 0,000

LAV 0,388 0,000

CAM 0,425 0,406 0,000

ILH 0,423 0,362 0,244 0,000

IP1 0,490 0,393 0,278 0,370 0,000

STA 0,408 0,371 0,188 0,294 0,176 0,000

ALF 0,504 0,481 0,365 0,469 0,265 0,282 0,000

OPO 0,464 0,455 0,250 0,407 0,248 0,208 0,224 0,000

BEL 0,589 0,438 0,296 0,238 0,237 0,280 0,409 0,253 0,000
MAN 0,459 0,447 0,290 0,333 0,205 0,218 0,300 0,149 0,211 0,000

A partir das 101 bandas polimérficas, foi possivel a constru¢do de uma
matriz bindria relativa 4 presenga e auséncia de cada banda, em cada um dos dez
isolados. Com base nessa matriz, foram calculadas as distincias genéticas, entre
os 10 isolados estudados (Tabela 2). Essa tabela mostra que a menor distincia
genética foi de 0,149, obtida entre os isolados, coletados no municipio de Ouro
Preto D’Oeste — Rondénia (isolado OPO) e Manaus — Amazonas (isolado
MAN), ambos os isolados de . cacao. Enquanto que a maior distincia genética
foi de 0,589, obtida entre os isolados, coletados no municipio de Itumirim —
Minas Gerais (isolado ITU) e Belém — Para (isolado BEL), sendo o primeiro
coletado do hospedeiro H. acutifolia e o segundo, do hospedeiro T. cacao. O
isolado de C. perniciosa, procedente de H. acutifolia, um cipé da familia
Malphigiaceae, foi recentemente relatado por Resende et al. (2000) como sendo

patogénico ao T. cacao.



A anilise da Tabela 2, mostra que o isolado de Alta Floresta — Mato
Grosso (isolado ALF), é o que tem maior distincia dos demais isolados. Isso
sugere a necessidade da realizagdo de testes de patogenicidade cruzadas entre
esse isolado e os demais.

O agrupamento das distincias pelo método do vizinho mais préximo,
permitiu a construgdo de um dendrograma (Figura 2), onde se nota que a
distincia genética minima diferente de zero no nivel de 99 % de probabilidade
foi de 17,4 %, e mostrou a formagdo de um grupo principal com trés isolados da
Bahia (Ilhéus, Santo Amaro e Camacan) e o do Para (Belém). Os demais
isolados, foram distintos daqueles do grupo principal, sendo que o de Alta
Floresta — Mato Grosso (cacau), de Itumirim e Lavras — Minas Gerais (cip6 e
lobeira) foram os mais divergentes. Observou-se também divergéncia entre os

isolados da Bahia, sendo Ipiau diferente dos demais desse Estado.

DISTANCIA GENETICA RELATIVA (%)

0 20 40 60 80 100
Isclados tm———— + + + -——

+

Ilhéus-BA
Sto. Amaro-BA E}—————
Camacan-BA

Belém-PA PN |
*Ipiad-BA
Manaus-aM

Quro P.Ceste-RO
Lavras~-MG
Itumirim-MG

Alta Floresta-MmT

FIGURA 2 - Dendrograma de dez isolados monospdricos de C. perniciosa,
com base na matriz das distincias genéticas.
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Os dados do dendrograma acima, corroboram com virios trabalhos
usando marcadores moleculares RAPD, realizados com esse patégeno (Yamada,
Andebrhan e Furtek, 1998; Andebrhan et al, 1999; Gomes, 2000), pois
evidenciam que isolados coletados na mesma regido geografica tendem a ser
geneticamente proximos. Entretanto, o isolado de Ipiali mostrou-se diferente dos
demais do Estado da Bahia, indicando haver diversidade genética deste patogeno
nessa regiao.

E necessario amplificar 0 nimero de amostras de isolados em cada
regidio geografica, buscando-se entender a relagdo T. cacao x
C.perniciosa em cada ecossistema, bem como testes de patogenicidade para

avaliar o grau de agressividade de cada isolado.
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6 CONCLUSOES

1) H& divergéncia genética de C. perniciosa nos seis Estados brasileiros
amostrados e dentro do Estado da Bahia com base em marcadores RAPD.
2) As maiores divergéncias genéticas ocorreram entre os isolados de hospedeiros

diferentes.
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CAPITULO 3

PATOGENICIDADE DE Crinipellis perniciosa, EM Theobroma

cacao L.




3 INTRODUCAO

Diferentes cultivares de cada espécie manifestam diferentes graus de
resisténcia a incidéncia de patogenos, entretanto, somente a partir de 1900, com
0 progresso dos conhecimentos sobre heranca da resisténcia, foi possivel
determinar graus de resisténcia a patégenos ou ragas destes, e a interagdo
gencética do hospedeiro com o patégeno. Dependendo do objetivo do estudo, sdo
utilizados diferentes termos para se referir a resisténcia de plantas &
enfermidades (Nelson, 1978; Robinson, 1969 e 1976).

Van der Plank (1963 ¢ 1968) postulou que a resisténcia de plantas a
doenca pode ser classificada em dois niveis: Resisténcia vertical e horizontal.
Conceituou como resisténcia vertical ou especifica, aquela de natureza
oligogénica, que atua com grande eficiéncia sobre ragas especificas do patdgeno,
enquanto a resisténcia horizontal, inespecifica, ou de campo € de natureza
poligénica, sendo ativa contra todas as ragas do patdgeno, embora com menor
eficiéncia, podendo ser afetada por fatores do ambiente. A resisténcia vertical
envolve mecanismos cuja heranga € governada por poucos genes, geralmente
dominantes, sendo portanto geneticamente mais ficil de ser manipulada
(Robinson, 1971). A resisténcia horizontal é governada, na maioria das vezes,
por muitos genes, sendo dificil identifica-los individualmente. Nenhum gene
possui um efeito tio grande para que possa ser seguido e localizado,
conhecendo-se apenas o efeito combinado dos genes como um todo (Van der
Plank, 1968). A resisténcia vertical é preferida, em alguns programas de
melhoramento, principalmente em culturas de ciclo curto.

Enquanto a resisténcia vertical pode oferecer controle completo de uma

doenga ¢ também passivel de ser “quebrada”. Tanto o tempo decorrido para
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quebra, quanto sua importdncia, dependem da natureza da enfermidade
(Robinson, 1971). Provavelmente, a resisténcia vertical nunca ocorre
desacompanhada da resisténcia horizontal, porque se tal fato ocorresse, a planta
hospedeira atuaria como meio de cultura ideal para o patdgeno. A resisténcia
horizontal ocorre em todas as plantas contra todos os patogenos, apesar de
algumas cultivares ndo apresentarem controle a um nivel agrondmico
satisfatorio (Robinson, 1976). O valor da resisténcia vertical pode ser
consideravelmente aumentado, quando reforgado com niveis tteis de resisténcia
horizontal (Macer, 1960; Robinson, 1973; Van der Plank, 1963).

A resisténcia vertical, do ponto de vista epidemiologico, por ser eficiente
apenas contra algumas ragas do patogeno e nao contra todas, age no sentido de
reduzir a quantidade efetiva de indculo inicial (X,), retardando o inicio da
epidemia (Robinson, 1976; Van der Plank, 1968). A resisténcia horizontal, por
ser efetiva contra todas as ragas do patégeno, reduz a taxa de desenvolvimento
da epidemia (r), sem afetar, significativamente, o inoculo inicial. Todos os seus
efeitos sdo parciais ou podem atuar simultaneamente: menor nimero de esporos
podem infectar a folha e causar lesdes; as lesdes podem se desenvolver mais
lentamente; as lesdes demoram mais tempo para produzir esporos € 0s esporos
sdo menos abundantes (Van der Plank, 1963; Robinson, 1971; Nelson, 1978;
Camargo e Bergamin Filho, 1995).

Quando cultivares do hospedeiro inoculadas com racas do patogeno
apresentam interagdo diferencial, diz-se que, as cultivares possuem resisténcia
vertical. Quando racas e cultivares ndo apresentam interagdo diferencial, tém-se
entdo, cultivares com resisténcia horizontal (Van der Plank, 1968; Robinson,
1969).

Wheeler e Mepsted (1988), avaliando os resultados de 30 experimentos
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sobre a variabilidade patogénica, entre isolados de C. perniciosa de cacau, de
varias dreas da Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Trinidade e Venezuela
sugeriram a existéncia de dois grupos, ou populagdes de C. perniciosa no cacau
cultivado. Um grupo A, composto de isolados da Bolivia, Pichilingue (Equador)
e a maioria dos isolados testados da Colémbia, os quais induziram sintomas
severos no cacau Scavina 6, bem como, em um dos seus pais; e o outro grupo
(B), composto de isolados do Brasil, Trinidade ¢ Venezuela, os quais ndo
causaram sintomas severos no SCA 6. Isolados do Equador, especialmente do
oriente, um centro de diversidade de 7. cacao, demostraram uma variacdo de
patogenicidade comparével & encontrada entre os isolados do cacau cultivado
sobre extensas éreas.

Existem algumas hipéteses, que tentam explicar a variabilidade
patogénica dos diferentes isolados de C. perniciosa, dentre elas Wheeler e
Mepsted (1988) citam uma comunicagio pessoal de Gregory (1978), que relata a
formacdo de vassoura. Na vassoura oriunda de um basidiésporo simples, o
micélio resultante provavelmente é autodicaridtico. Entretanto, quando a
vassoura ¢ formada da infeccio de multiplos basidiésporos, anastomoses
vegetativas entre micélios de diferentes basididsporos podem dar oportunidade
ao surgimento de heterocirios no micélio saprofitico, aumentando
conseqiientemente, a variabilidade na préxima gera¢do de basidiosporos. O teste
dessa hipétese ¢ de fundamental interesse, porque o potencial de diversidade
desse patogeno, especialmente dentro de uma regido produtora de cacau, ¢
importante no planejamento de programas de manejo da doenga, que incluem o
uso da resisténcia do hospedeiro.

Na Amazonia brasileira, visando avaliar a resisténcia de T. cacao a C.

perniciosa, os autores Fonseca e Albuquerque (1999) avaliaram 521 clones de
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cacaueiros oriundos de diversas bacias hidrograficas da regio, instalados no
banco de germoplasma da CEPLAC em Belém - Pari, sob pressio natural de
inoculo. Verificaram que a methor relagdio entre a quantidade de clones
coletados e os selecionados foi obtida no Estado de Ronddnia (35/29), seguida
pelo Acre (117/44), Amazonas (200/68) e Para (46/12).

Fonseca et al. (1999), avaliaram a incidéncia de C. perniciosa em
hibridos de T, cacao no Estado de Ronddnia e verificaram que os descendentes
de SCA 6 apresentaram baixa incidéncia de sintomas da doenga, quando a
pressio de inéculo natural era baixa, porém comportavam-s¢ cOmo suscetiveis a
medida que a quantidade de inéculo aumentava. As menores taxas de
sobrevivéncia do "stand” de plantas foram observadas nos hibridos de SCA6x
ICS 1 (55 %) e IMC 67 x SIAL 69 (44 %). Neto, Almeida ¢ Machado (1999),
também avaliaram o desempenho de hibridos de cacaueiros sob pressdo natural
de indculo e verificaram que a média de perdas de frutos era em torno de 60%,
em Ouro Preto D’Oeste, Rondonia.

Luz et al. (1999) avaliaram progénies de cacau quanto a
resisténcia/tolerancia a C. perniciosa no sudeste da Bahia e verificaram que,
dentre outras progénies, SCA 6  apresentou caracteristicas  de
resisténcia/tolerancia a este patogeno, quando inoculadas com isolados oriundos
de vassouras secas do municipio de Camacan. Pires et al. (1999) relatam a
mesma resisténcia/tolerincia de SCA 6, quando avaliado em condigdes de
campo.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a patogenicidade de trés
isolados de cacau, provenientes da Amazénia brasileira, inoculados em quatro

clones de cacau, utilizados no melhoramento genético na Bahia.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagdo, do Departamento
de Fitopatologia da UFLA, Lavras, MG, no periodo de novembro a dezembro de

1999.

4.1 Material genético

As mudas de cacau foram preparadas no Centro de Pesquisas do Cacau —
CEPEC, Ilhéus —-BA, durante os meses de maio a outubro de 1999. Os genétipos
utilizados foram ramos plagiotrépicos dos clones: Scavina 6, IMC 67 ¢ RB 29,
como padrdes de resisténcia, e um tipo de cacau comum — SIAL 69, como
padrdo de suscetibilidade foram selecionados e coletados no BAG — Banco
Ativo de Germoplasma do CEPEC e enxertados, na forma de garfagem no topo,
com fenda aberta, em porta enxerto de cacau comum, plantado em saquinhos de
polietileno de 2 kg, com idade de 8 meses (Figura 1). Apdés o pegamento dos
enxertos, as mudas enxertadas foram transportadas para casa-de-vegetagdo, do
Departamento de Fitopatologia da UFLA, em Lavras, MG, regido niio produtora

de cacau.

FIGURA 1: A - Enxertia de uma planta.

B - Desenvolvimento dos clones sessenta dias ap0s a enxertia.

60



4.2 Producio de indculo

Vassouras verdes foram enviadas para Lavras - MG, pelas unidades da
Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira — CEPLAC, localizadas
nos municipios de Manaus-AM, Belém-PA e Ouro Preto D’Oeste-RO. No
Laboratério de Patologia de Sementes — LAPS, da UFLA, procedeu-se o
isolamento do patégeno, a partir dessas vassouras, utilizando meio BDA e, apos
repicagens, obteve-se culturas puras desses isolados.

Em seguida, os isolados foram repicados para meio artificial, & base de
farelo-vermiculita, cuja metodologia de Griffith e Hedger (1993) foi melhorada

por Niella et al. (1999). Os basidiosporos produzidos foram coletados e

armazenados em nitrogénio liquido, seguindo-se metodologia de Frias (1987 e
1995). Figuras 2 (A- C).

FIGURA 2: A - Basidiomas produzidos in vitro.
B - Coleta de basidiocarpos.

C — Armazenamento das suspensdes de basidioésporos.
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4.3 Delineamento experimental
O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, no esquema fatorial
(3 isolados x 4 clones), com 5 blocos de 6 plantas cada. Sessenta dias apds a

inoculagdo foi realizada a avaliagdio, estabelecendo-se a incidéncia de doenga.

4.4 Inoculacio

Utilizou-se uma concentragiio de 1,0 x 10° basidiésporos vidveis/mL,
sendo realizado o teste de viabilidade em 1dminas escavadas, colocando-se 10
ML da suspensdo de basidiésporos em 50 pL de dgua destilada estéril, por
cavidade, incubando-se em cdmara umida, montada em placa de Petri e,
quantificando-se a porcentagem de germinagdo 4 horas depois. A inoculagio foi
realizada, utilizando-se atomizador manual, aplicando-se, aproximadamente, 1
mL da suspensdo de basidiésporos por muda.

As inoculagdes foram realizadas apés as 18:00 horas, mantendo-se as
mudas 24 horas antes sob nebulizagio, com uma umidade relativa (UR) do ar
proxima a saturagio (100%). As mudas tiveram suas folhas cortadas em 2/3, um
dia antes da inoculaglio, para acelerar a emissdo de novos brotos. Apés a
inoculagdo, por um periodo de 24 horas, foi mantida a2 UR préxima a 100%.

Para evitar a deriva do in6culo, durante as pulverizagSes, foram
utilizadas cortinas de polietileno, separando os tratamentos, utilizando um
atomizador para cada isolado.

4. 5 Avaliacgiio

Sessenta dias apos inoculagdo, foi avaliado a presenca ou auséncia de

sintoma de vassoura.

62



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado de Ouro Preto D’Oeste, Ronddnia, incitou doenga em todos os
4 clones estudados, sendo o unico capaz de provocar sintomas em Sca 6.
Manaus, Amazdnia, provocou maior incidéncia de sintomas em RB 29 e SIAL
69. E Belém, Para, foi o menos agressivo dos trés, apresentando niveis de

incidéncia inferiores a 5% (Figura 1).

lmln:],i;:u OMANAUS -R{)NDONL\]

% DOENCA

SIAL 69 IMC 67 SCA 6
CLONES

FIGURA 1. Incidéncia da vassoura-de-bruxa em quatro clones de cacau,
sessenta dias apds a inoculagdo com trés isolados, provenientes

da regido amazdnica.

A transformacgiio dos dados através do arco seno e analise conjunta pelo
método dos quadrados minimos ponderados (Tabela 1), que considera o
intervalo de confianga, entre limite inferior e superior, retrata que o isolado de
Ouro Preto D’'Oeste, inoculado no clone SCA 6 apresentou maior média de
propor¢des estimadas de incidéncia de doenga que os demais isolados, quando
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inoculados sobre este clone. InoculagSes posteriormente realizadas na UFLA,
com o isolado de Ouro Preto D’Oeste, sobre mudas seminais de SCA 6,
resultaram em 80% de incidéncia da doenga (Resende, 2000, comunicagio
pessoal*), corroborando com os resultados aqui encontrados para material

clonal

TABELA 1. Propbrg:ﬁes estimadas de incidéncia de doenga. Anélise conjunta
pelo método dos quadrados minimos ponderados (dados
transformados em arc. seno).

CLONE ISOLADO LIM.SUPE. LIM. INFE. MEDIA
SIAL 69 BELEM 2,6 0,0 0,6
SIAL 69 MANAUS 65 24 44
SIAL 69 OURO PRETO 53 1,3 33
RB 29 BELEM 2,6 0,0 0,6
RB 29 MANAUS 53 1,3 3,3
RB29 OURO PRETO 3,1 0,0 1,1
IMC 67 BELEM 34 0,0 1,4
IMC 67 MANAUS 5,0 1,0 3,0
IMC 67 OURO PRETO 53 1,3 3,3
SCA 6 BELEM 2,6 0,0 0,6
SCA 6 MANAUS T 2,0 0,0 0,0
SCA 6 OURO PRETO 59 1,9 39

*Professor Mario Lucio Vilela de Resende, Professor de Fitopatologia do
Departamento de Fitopatologia da UFLA, 2000, comunicagio pessoal.



Os isolados de Ouro Preto D’Oeste e Manaus tiveram comportamento
diferenciado a 5%, quando inoculados sobre SIAL 69 ¢ SCA 6. Pela anilise dos
dados dessas reagdes, plotados na Figura 2, observou-se que ocorreu uma
interacdo diferencial a 5%, entre isolados e clones, demonstrando a existéncia de

especializagio fisiologica desse patogeno, ao nivel de raga.

— S —

w4 i BOURO PRETO D'OESTE OMANAUS

% DOENGA

0 . T 1
SIAL 69 SCA 6

CLONES

FIGURA 2. Interagdo diferencial entre dois isolados de C. perniciosa e dois

clones de cacau.

Os resultados encontrados estdo em concorddncia com os de Wheeler e
Mepsted (1988), os quais postularam a existéncia de pelo menos duas
populagdes de C. perniciosa, em cacau, na América do Sul, afirmando que
isolados da Bolivia, Equador e a maioria dos isolados da Colombia eram
patogénicos a SCA 6, enquanto que os isolados do Brasil, Trinidade e Venezuela

nio eram patogénicos.
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A suscetibilidade de SCA 6 a C. perniciosa, sob pressdo elevada de
inéculo, confirmam os resultados obtidos em Ronddnia por Fonseca et al..
(1999). Porém, até o presente, ndo foi constatada suscetibilidade de SCA 6 a C.
perniciosa no sudeste da Bahia, sendo utilizada como padrio de resisténcia nos
testes de sele¢@o de plantas para o melhoramento genético do cacaueiro (Luz et
al., 1999). Entretanto, s6 foram utilizados isolados de duas regiGes, Camacan e
[Ihéus, sendo necessdrio avaliar isolados dos demais municipios desta regido
produtora de cacau.

O isolado de Ouro Preto D'Oeste, Rondonia, pode ter sido originado da
populagdo da Bolivia, Equador ou da Colombia, ou ter ocorrido mutacio nesse
Estado, suficiente para quebrar a resisténcia de SCA 6. Tais resultados apontam
para a presenca de resisténcia vertical, no ecossistema 7. cacao x C. perniciosa,
podendo, entretanto, haver resisténcia horizontal ndo detectada nesse
experimento, uma vez, que segundo Robinson (1976), resisténcia vertical nunca
ocorre desacompanhada da resisténcia horizontal. Atualmente, estio sendo
realizados em Lavras, testes de patogenicidade, com isolados de C. perniciosa,
provenientes da Bahia, objetivando verificar a agressividade desses sobre SCA
6.

66



6 CONCLUSOES

1) O isolado de Ouro Preto D’Oeste, Ronddnia, foi o Unico capaz de provocar
sintomas em SCA 6.
2) O isolado de Manaus, Amazdnia, foi o mais agressivo em SIAL 69.

3) O isolado de Belém, Para, foi o menos agressivo dos trés isolados testados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O aprimoramento na metodologia de produgdo in vitro de C. perniciosa,
possibilitard o desenvolvimento de outras pesquisas, relacionadas ao manejo
integrado, cada vez mais ajustado a realidade de campo da doenga vassoura-de-
bruxa do cacaueiro. Por ser uma etapa crucial nos estudos das relagdes patogeno
x hospedeiro, a producdo abundante e continua de indculo consistia num ponto
de estrangulamento das pesquisas com esse fungo. A demanda constante, por
parte da comunidade cientifica, que trabalha com C. perniciosa, conduziu-nos a
publicacdo imediata dos resultados obtidos nessa etapa, e outros trabalhos ja
estdo em curso, utilizando essa metodologia. Um exemplo disso, sdo os estudos
do genoma funcional desse patdgeno, os quais estio se iniciando na
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP — SP, em parceria com a
CEPLAC, UESC e EMBRAPA.

Com a possibilidade da produgdo, in vitro, de inéculo, pode-se
estabelecer um cronograma de trabalho, pautado no fato de que no periodo de
verdo, no sul da Bahia, ¢ inadequado a realizagdo de inoculagdes, aproveitando
esse periodo para produzir e armazenar indculo. Considerando-se que o periodo
maximo de produ¢do das bolachas foi de 52 dias, pode-se realizar uma escala de
produgdo, renovando as unidades, a medida que o tempo de produgio se
aproxima dos 60 dias. Essa informagdo ¢ relevante para o processo continuo de
obtengdo de indculo.

Os controles bioldgico e quimico poderdo utilizar a metodologia para
ensaios in vitro, testando a agdo antagénica de outros microorganismos, bem

como o efeito direto de produtos quimicos sobre C. perniciosa. O estudo de
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hospedeiros alternativos de C. perniciosa podera ser incrementado, produzindo-
se inculo de outros hospedeiros, e os basidiosporos obtidos, utilizados para
inoculages cruzadas com o cacaueiro. Seri possivel saber qual, ou quais
hospedeiros sdo patogénicos ao T. cacao.

Os resultados dos estudos com marcadores moleculares RAPD,
permitiram concluir que existem variabilidades genéticas em C. perniciosa e que
existem isolados geneticamente muito diferentes. Informagdes recentes, atestam
que o Heteropterys acutifolia, um cip6 encontrado em matas ciliares, no
municipio de Itumirim, Minas Gerais, é patogénico ao cacaueiro. As anilises da
distdncia genética relativa apontam que os isolados, préximos ao isolado de
Itumirim, sdo de Solanum lycocarpum (lobeira) e um isolado de cacau de Alta
Floresta, Mato Grosso. Seria interessante produzir inéculo desses isolados,
utilizando a metodologia de produgiio in vitro e realizar inoculagdes em
cacaueiro. Testes preliminares com S. lycocarpum ndo revelaram patogenicidade
desse ao cacaueiro. Entretanto, vale ressaltar que a experiéncia com inoculagges,
no sul da Bahia, revelaram ser inexistente a presenca de sintomas em cacaueiros,
quando feitas inoculagGes no periodo de temperaturas elevadas (verdo).

Marcadores moleculares podem ser uma ferramenta muito importante,
na selegdo de isolados, para testes de patogenicidade. A realizagiio de testes de
patogenicidade, com culturas perenes, alégamas, que nio tém um protocolo
estabelecido de propagagiio vegetativa, é de dificil condugdo. Com a informacdo
de que isolados de uma mesma regiio geogrifica tém tendéncias de serem
geneticamente préximos, podem-se utilizar os marcadores moleculares, para
realizar agrupamentos ¢ selecionar isolados representantes de cada grupo,
miximo de 2, para compor os individuos, que fario parte dos testes de
patogenicidade. Essa estratégia reduz, consideravelmente, o trabalho, tempo,

mao-de-obra ¢ recursos financeiros.
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Testes de patogenicidade com 3 isolados da Amazdnia brasileira
revelaram que um isolado de Ouro Preto D’Oeste, Rondénia, foi patogénico ao
clone Scavina 6, utilizado no programa de melhoramento genético do cacaueiro
na Bahia. Outros isolados de regides geograficas diferentes, como Santo Amaro
da Purificagdo (recéncavo) e Itamaraju, municipios, geograficamente opostos,
(norte e sul) do Estado da Bahia, necessitam ser avaliados, quanto ao grau de
patogenicidade dos materiais considerados tolerantes. Recentemente, foram
feitas inoculagdes com material genético de Santo Amaro da Purificacio, Bahia.
Trabalhos semelhantes, com isolados de Itamaraju, estio programados e em
curso de execucio.

Batalhas importantes foram vencidas na luta contra a vassoura-de-bruxa
do cacaueiro. Entretanto, muitas informagdes ainda permanecem indisponiveis e
necessitam ser pesquisadas para se buscar um convivio tecnicamente aplicavel e

economicamente viavel para essa doenga.
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TABELA 1A. Meio de cultura liquido de Mills, Sreenivasaprasad e Bronn

(1994).
INGREDIENTES QUANTIDADES

Extrato de levedura 5g

Glicose 10g

(NH),HPO4 lg

KCl 0.2¢g
MgSO0..7H,0 02¢g

CuS04.5H50 1 mL (5% P/V)
ZnS0,.7H,0 1 mL (1% P/V)

O volume foi completado para 1000 mL, com dgua destilada deionizada,

¢ autoclavou-se a 121 °C, a 1 atm, durante 20 minutos.

TABELA 2A. Reacio de amplificagdo, segundo Ferreira e Grattapaglia (1998).

INGREDIENTES

QUANTIDADES

Agua bidestilada autoclavada

Tampido PCR 10 vezes
MgCl, a 25 mM
dNTPs a 2,5 mM

BSA purificada a 10 mg/mL

Taq DNA Polimerase
“Primer” a 0,4 mM
DNA a 10 ng/ul

3,02 uL.
1,30 pL.
1,00 pL
1,04 uL
1,04 puL
0,10 uL
2,50 uL.
3,00 uL

As reacGes RAPD foram feitas em um volume total de 13 pL.





