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RESUMO

Lessa, [.Z.V.; Luz, E.D.M.N.; Magalhades, D.M.A.; Bezerra, J.L.;, Pires, J.L. Morfologia e agressividade de isolados de Phytophthora palmivora
de cacaueiro no estado da Bahia. Summa Phytopathologica, v.46, 1.3, p.228-235, 2020.

Diferentes espécies de Phytophthora sdo responsaveis por causar uma das
doengas mais importantes do cacaueiro, a podridao parda, sendo P. palmivora a
espécie predominante e bem distribuida mundialmente. Avaliou-se a morfologia
e aagressividade de 100 isolados de P. palmivora, coletados em fazendas de 13
municipios da regido cacaueira da Bahia, durante trés anos consecutivos. Foram
inoculados discos de folhas dos clones Scavina6 (SCA-6), padrao de resisténcia
e SiC-23, padrdo de suscetibilidade, com suspensdes de cada um dos isolados,
provenientes da colecao de Phytophthora Armaldo Gomes Medeiros do Centro
de Pesquisas do Cacau/CEPLAC, a concentragio de 3 x 10° zodsporos/ mL.
Foi utilizado o método patométrico escala de notas para avaliagdo da infec¢ao
sete dias apds a inoculagdo. Avaliou- se o aspecto das coldnias, a produgo de
esporangios e clamidosporos de cada isolado e foram mensuradas as estruturas

de 61 isolados e a determinagdo do tipo de compatibilidade dos 100 isolados.
Observou-se ampla variagdo na reagdo dos dois clones de cacaueiro aos isolados
de P. palmivora, demonstrando diferentes graus de agressividade entre os
mesmos. Esta agressividade nao esta relacionada ao local ou ano de coleta, pois
isolados mais e menos agressivos foram obtidos nos mesmos municipios e anos
de coleta. Houve também variagdo na morfologia das colonias. Os esporangios
elipsoides a ovoides apresentaram dimensdes médias de 28,3 — 50,5 x 18 — 36,7
pum, com pedicelos curtos (1,5 — 4,4 um) e relagdo comprimento largura variando
de 1,1 a2,2. Os clamidésporos, globosos terminais ou intercalares variaram de
18,4 — 43,5 pm de diametro. Todos os 100 isolados sdo do tipo compativel A2.
A variabilidade observada na agressividade dos isolados tera implicagdes nos
estudos epidemioldgicos e na selecdo de genotipos resistentes a P. palmivora.

Keywords: Podridao parda. Theobroma cacao. Variabilidade. Caracterizagao morfométrica. Patogenicidade.

ABSTRACT

Lessa, .Z.V.; Luz, E.D.M.N.; Magalhaes, D.M.A.; Bezerra, J.L.;, Pires, J.L.Morphology and aggressiveness of isolates of Phytophthora palmivora
from cacao trees in Bahia state. Summa Phytopathologica, v.46, 1.3, p.228-235, 2020.

Different Phytophthora species are responsible for causing one of the most
important diseases of cacao, the black pod rot, and P. palmivora, well distributed
worldwide, is the predominant species. Morphology and aggressiveness of 100
isolates of P. palmivora, collected from farms in 13 municipalities of the cacao
growing region in Bahia State, were evaluated for three consecutive years.
Leaf discs from the clones Scavina 6 (SCA-6), resistance standard, and SIC-23,
susceptibility standard, were inoculated with suspensions of each of the isolates
obtained from the Phytophthora Collection “Arnaldo Gomes Medeiros” of Cacao
Research Center/CEPLAC, at the concentration of 3.0 x 10° zoospores/mL. A
pathophysiological scale was used to evaluate the infection seven days after
inoculation. Colony appearance and sporangium and chlamydospore production
of each isolate were evaluated; the structures of 61 isolates were measured, and

the type of compatibility of the 100 isolates was determined. Reaction of the two
cacao clones to the isolates of P. palmivora had a great variation, demonstrating
different degrees of aggressiveness among isolates. Such aggressiveness is
not related to the site or the year of collection, since more and less aggressive
isolates were obtained in the same municipalities and years of collection. There
was also a variation in the morphology of colonies. Ellipsoid to ovoid sporangia
had a mean size of 28.3 - 50.5 x 18 - 36.7 um, short pedicels (1.5 - 4.4 pm)
and length-width ratio ranging from 1.1 to 2.2. Globose, terminal or intercalary
chlamydospores ranged from 18.4 - 43.5 pm in diameter. All 100 isolates were
A2 compatible. The observed variability in the aggressiveness of P. palmivora
isolates will have implications for the epidemiological studies and the selection
of genotypes resistant to P. palmivora.

Palavras-chave: Black pod rot. Theobroma cacao. Variability. Morphometric characterization. Pathogenicity.

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie dicotiledonea,
nativa das florestas tropicais umidas do continente Americano,
pertencente a familia Malvaceae, cujo centro de origem ¢ a Amazodnia.
A planta ¢ perene, arborea, mondica, cauliflora, com inflorescéncias
formadas em locais no tronco, denominados almofadas florais,
compostas de flores hermafroditas e pentdmeras, que apresentam de 30
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a 70 ovulos (8). Seu fruto, o cacau, ¢ um produto nobre, cuja semente
é matéria prima do chocolate, consumido mundialmente. E uma planta
de grande valor econdmico em mais de 50 paises (36).

O Brasil ja foi o segundo maior produtor de cacau do mundo,
com uma produgdo de 350 mil toneladas, no fim da década de 70,
sendo a Bahia o principal estado produtor. Apos o surgimento da
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Vassoura de Bruxa (VB) em 1989, no sul da Bahia, causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Philips-Mora (= Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer) ocorreu uma queda drastica da producdo
da Bahia (29). Assim, em 1997/98 houve uma reversdo no quadro da
balanca comercial: o Brasil passou de exportador, a importador de
cacau.

Através de pesquisas e programas de incentivos, deu-se inicio
a recuperagdo da lavoura cacaueira, com o replantio e clonagem
de materiais genéticos resistentes no campo. Com a diminui¢ao da
Vassoura de Bruxa ressurgiu outra doenca de grande importancia
econdmica, que tem afetado a producdo de cacau desde os anos 20 do
século passado, a Podridao Parda, causada por um complexo de espécies
de Phytophthora de Bary (27). No Brasil, ocorrem P. palmivora (E. J.
Butl.) E. J. Butler, P. citrophthora (R. E. S. m & E. H. S. m.) Leonian,
P, capsici Leonian ¢ P. heveae A. J. Thomps. Entre essas espécies, P,
citrophthora e P. palmivora sdo as mais agressivas nas plantacdes de
cacau da Bahia (16). Foram testados 82 gendtipos de cacaueiro na Bahia,
e destes, apenas os clones PA-30 e PA-150 apresentaram resisténcia a
P. palmivora, P. capsici e P. citrophthora, a0 mesmo tempo, enquanto
outros 19 materiais foram resistentes ora a uma ou duas espécies, mas
nunca as trés (17, 18).

A Podriddo Parda ¢ considerada a principal doenga do cacaueiro em
nivel mundial, pois ocorre em todos os paises produtores (23), causando
perdas de 30 a 90% da producao dos frutos (3). No Estado da Bahia,
essas espécies provocam reduc@o na produgdo de cacau de até 80%,
pois atacam os frutos, além de outras partes vegetativas da planta (18).

Varias populagdes tém sido caracterizadas para resisténcia a
Phytophthora, com avaliagdes feitas no campo (6) e inoculacdes
artificiais de frutos e discos de folhas (1, 26, 36). No Brasil, o uso de
discos de folhas por ser um método precoce, ndo destrutivo, que pode
ser repetido na mesma planta, tem sido uma boa opgao para testar
genotipos de cacaueiro, uma vez que folhas jovens podem ser atacadas
naturalmente por Phytophthora, especialmente por P. palmivora, ja que
a estrutura histologica da face abaxial da folha ¢ semelhante a camada
superficial dos frutos (40). Uma escala de notas ¢ usada na avaliagdo
(13, 26) possibilitando comparar a reagdo dos genotipos de cacaueiro
a Podriddo Parda apos inoculagdo pelo método de discos de folhas.

Embora seja conhecida a agressividade da espécie P. palmivora
ao cacaueiro, nenhum estudo populacional foi realizado com isolados
dessa espécie obtidos na regido cacaueira da Bahia. Levando-se em
considerac¢do a necessidade de conhecer a variabilidade existente
entre isolados deste patdgeno, para uso no programa de melhoramento
genético do cacaueiro a Podriddao Parda, objetivou-se avaliar a
agressividade de 100 isolados de P. palmivora, coletados em fazendas de
13 municipios produtores de cacau da Bahia, durante o periodo de trés
anos (2010-2012), a discos de folhas de cacaueiro dos clones Scavina 6
(SCA-6), padréo de resisténcia, e SIC-23, padréo de suscetibilidade e
fazer a caracterizagdo morfologica e determinacao da compatibilidade
sexual dos mesmos, visando observar diferengas que possam existir
entre eles.

MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas na Secdo de Fitopatologia do
Centro de Pesquisa do Cacau/Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (SEFIT/CEPEC/CEPLAC). Foram utilizados 100 isolados
de Phytophthora palmivora, coletados em 13 municipios produtores
de cacau da Bahia, entre os anos de 2010, 2011 e 2012 (24) (Figura 1),
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que estavam preservados na colegdo de Phytophthora Arnaldo Gomes
Medeiros, do Laboratério de Phytophthora do CEPEC (CEPLAC,
Ilhéus-Ba). Os nimeros dos isolados s@o aqueles de registro dos
mesmos na coleg@o, que é patrimonio genético do pais. Todos os
isolados foram removidos da colegdo onde estavam preservados em
o6leo mineral ou agua destilada esterilizada (Método de Castellani) e
cultivados primeiro em meio seletivo PARPH (14) e posteriormente
em meio cenoura-agar (CA) a 25 °C sob luz continua por sete dias,
para a caracterizag@o morfologica do patdgeno.
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Figura 1. Mapa de distrui¢do dos 13 municipios de coleta dos 100
isolados de Phytophthora palmivora estudados.

Inicialmente os isolados foram repicados para placas de Petri
contendo meio de cultura CA (22), as quais foram mantidas sob
iluminagdo constante a temperatura de 25 °C (20). Ap6s cinco dias
de incubag@o, fragmentos das bordas das colonias com micélio foram
transferidos para placas de Petri contendo meio seletivo PARPH, que
foram mantidas no escuro. Apos o crescimento em meio seletivo, foi
feita nova repicagem para 10 placas de Petri de cada isolado contendo
meio CA e as placas mantidas sob iluminac@o constante a temperatura
de 25 °C durante sete dias a temperatura de 25 °C, para a produgao do
in6culo (20). Em seguida, foram colocados 10 mL de agua estéril gelada
em cada placa, transferindo-as para geladeira onde permaneceram por
20 minutos. Apds este periodo, as placas foram retiradas e colocadas
a temperatura ambiente por mais 25 minutos a fim de acontecer a
liberag@o dos zodsporos. Para proceder a contagem de zodsporos, 1 ml
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da suspensdo dos mesmos foi colocada sobre uma gota de FAA (Formol;
Alcool; Acido Acético Glacial) para imobiliza-los. A concentragdo da
suspensao foi calculada em Camara de Newbauer, ¢ ajustada para 3,0
x 10° zodsporos/ mL.

Foram coletadas, folhas em estadio intermediario de maturagao,
baseado na mudanca de coloragdo do peciolo de verde comecando a
ficar marrom, dos clones SCA-6 e SIC-23 de cacaueiro, considerados
respectivamente, como resistente e suscetivel a Podriddo Parda (17), nas
primeiras horas da manha, para evitar a incidéncia do sol e manter as
folhas tirgidas, que posteriormente, foram levadas para o Laboratorio
de Phytophthora (CEPEC/CEPLAC), onde foram desinfestadas
superficialmente e cortados discos de 1,5 cm de didmetro, com um
cortador semiautomatico. Os discos foram dispostos com a face abaxial
para cima, em caixas plasticas forradas com espuma esterilizada timida.
O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso, para
maior confiabilidade e repetibilidade, contendo fileiras de 10 discos de
folhas de cada um dos genétipos avaliados, correspondentes aos clones
SCA-6 e SIC-23 numa mesma caixa, em quatro repeti¢des (caixas),
totalizando 40 discos/ isolado/ clone. Cada disco foliar em uma fileira
de 10 recebeu 10 pL de suspensdo de inoculo na concentragio 3,0 x
10° zodsporos/mL obtida de cada um dos isolados estudados. Apos
a inoculagdo, as caixas com os discos foram fechadas, para manter
umidade relativa em torno 100%, e acondicionadas a 25 °C, por
sete dias, ao abrigo de luz. Apds este periodo, a avalia¢do foi feita
usando o método patométrico em escala de notas (26), com valores
variando de 0 — 5 que correspondem ao seguinte: 0 — sem sintoma;
1 — pequenos pontos cloréticos; 2 — pontos cloroticos conectando-se
entre si; 3 — pontos necrdticos coalescentes; 4 — lesdo marrom em
expansdo; 5 — lesdo necrotica grande. A cada disco foi atribuida uma
nota da escala e calculada a média dos 40 discos para cada genétipo.
Os dados foram submetidos a analise de variancia para comparagao
de médias pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade e pelo teste
de “Tukey Lines” a 5% de probabilidade usando o sistema estatistico
“Statistical Analysis Sistem” (31) através do procedimento “General
Linear Models Procedure” (PROC GLM).

Apos a avaliacdo da agressividade dos isolados aos discos de
folhas dos clones SIC-23 ¢ SCA-6, foram escolhidos para caracterizar
morfologicamente 61 isolados (1546, 1547, 1548, 1669, 1670, 1678,
1706, 1733, 1735, 1743, 1744, 1762, 1764, 1767, 1778, 1779, 1795,
1818, 1825, 1845, 1862, 1878, 1913, 1985, 1971, 1900, 2117, 2118,
2125, 2171, 2208, 2219, 2227, 2251, 2293, 2297, 2302, 2307, 2321,
2323, 2345, 2348, 2351, 2363, 2364, 2402, 2433, 2428, 2460, 2466,
2469, 2489, 2496, 2498, 2500, 2502, 2505, 2508, 2530, 2531 ¢ 2607),
seguindo o critério de selecdo entre aqueles considerados mais e
menos agressivos. As colonias foram crescidas em placas de Petri
contendo meio de cultura CA, para serem observados entre cinco

a 10 dias de idade, dependendo do periodo de esporulacdo de cada
isolado, os seguintes caracteres de valor taxondmico: i) esporangios:
presenga ou auséncia, comprimento, largura, razdo comprimento/
largura, caducidade, comprimento do pedicelo, tipo de papila, abertura
¢ profundidade do poro apical; ii) clamiddsporos: presenga ou auséncia
e didmetro. As medidas foram efetuadas em 20 repeti¢does de cada
tipo de esporo para cada isolado, através de laminas observadas ao
microscopio Otico (modelo Primo Star, Zeiss). A caracterizagdo das
colonias foi feita observando-se as caracteristicas macroscopicas, como
a forma e tipo de crescimento (petaldide, estrelar, roseta, irregular,
zonada, concéntrica) e o tipo de micélio aéreo (ralo, farinaceo, cotonoso,
floculoso) (21, 22, 37, 41).

Para determinar o grupo de compatibilidade dos 100 isolados de P,
palmivora estudados, foi avaliada a formagao dos 0dsporos por meio
do pareamento destes isolados através do método de sanduiche (22),
com os isolados padrdes para os grupos de compatibilidade A1 (isolado
1191), obtido de plantas de mamoeiro e A2 (isolado 216) de cacaueiro,
provenientes da Colecdo de Phytophthora Arnaldo Gomes Medeiros.
Todos os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio
CA, durante sete dias. Ap6s esse tempo, discos de 5,0 mm de diametro
contendo micélio dos isolados A1 e A2, foram pareados (sobrepostos)
com discos de cada um dos 100 isolados e montados em placas de Petri
pequenas de 6 cm de didmetro. Em seguida, as placas foram mantidas
no escuro por sete dias.

Para observacao da formagao de o6sporos, retirou-se o disco central
e com uma alga de ponta reta, raspou-se a sua superficie. O material
fingico raspado foi colocado em gota de lactofenol em lamina de
microscopia e observado ao microscopio 6tico (modelo Primo Star,
Zeiss). A compatibilidade foi constatada pela presenga ou auséncia
de odsporos, indicando a qual grupo de compatibilidade os isolados
pertencem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados submetidos a analise de variancia foram altamente
significativos (p < 0,001), tanto para os efeitos de clone, municipio,
ano de coleta, isolado e das interagdes municipio x ano e isolado x
municipio x ano (Tabela 1). Os clones SCA-6 ¢ SIC-23 apresentaram
niveis médios de infeccdo de 1,53 e 2,24, respectivamente e reacdo
diferenciada para todos os isolados de P. palmivora conforme ja era
esperado, uma vez que SCA-6 ¢ considerado resistente e SIC-23
suscetivel a Podridao Parda (17). Esta mesma relagao foi comprovada
ao estabelecerem uma escala de notas para comparacdo das reagoes de
diferentes clones de cacaueiro as espécies de Phytophthora, através de
inoculacao de frutos (15).

Tabela 1. Analise de variancia da agressividade de isolados de Phytophthora palmivora.

Fonte de variagido GL SQ QM F (valor de p)

Clones 1 1016,02 1016,02 1502,55 (<0,001)
Municipios 12 139,75 11,65 17,22 (<0,001)
Anos 2 182,17 91,08 134,70 (<0,001)
Isolados 70 593,49 8,48 12,54 (<0,001)
Municipios*Anos 15 246,22 16,41 24,28 (<0,001)
Total corrigido 7999 7518,97

Coeficiente de variagdo (CV%) = 43,63
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Dentre os isolados dos 13 municipios testados, comprovou-se que
os provenientes de Sdo Francisco do Conde, Una, Camacan e Ilhéus
foram os mais agressivos aos dois clones, seguido dos de Mutuipe
e Belmonte, que ndo diferiram do grupo anteriormente citado, mas
também nao diferiram do grupo formado pelos isolados de Uruguca,
Gandu, Itacaré e Itabuna, que podem ser considerados de agressividade
moderada. Os isolados provenientes de cacaueiros cultivados em [tubera
e Santo Amaro ndo diferiram estatisticamente dos de Ipiau, que foram
considerados os menos agressivos (Tabela 2).

Tabela 2. Comparagdo de médias' de infecgdo entre os treze municipios
de coleta dos 100 isolados de Phytophthora palmivora testados.

Municipios Médias

Sédo Francisco do Conde 2,12 a
Una 2,09 a
Camacan 2,03 a
Tlhéus 2,02 a
Mutuipe 1,95 ab
Belmonte 1,95 abc
Uruguca 1,83 bed
Itacaré 1,82 bed
Itabuna 1,81 bede
Ganda 1,81 bcede
Ttubera 1,78 cde
Santo Amaro 1,72 de
Ipiat 1,64 e

'Teste de comparagdo de médias Tukey (0. = 0,05). As médias de tratamentos
seguidas de pelo menos uma letra em comum na coluna nao diferem entre si.

Quanto ao efeito de ano de coleta dos isolados (Tabela 3), observou-
se que as reagdes dos isolados variaram a cada ano, e que houve maior
agressividade dos isolados obtidos em 2011 (nivel médio de infecgdo
2,086) do que em 2010 (1,751) e em 2012 (1,663), sendo este ultimo
aquele em que os isolados mostraram-se menos agressivos em relagido
aos outros dois anos de coleta.

Tabela 3. Comparagio de médias' de infecgdo entre os anos de coleta
dos 100 isolados de Phytophthora palmivora testados.

Ano de coleta Médias
2011 a 2,05
2010 b 1,81
2012 ¢ 1,67

'Teste de comparagdo de médias Tukey (0. = 0,05). As médias de tratamentos
seguidas de pelo menos uma letra em comum na coluna nao diferem entre si.

Para a interagdo municipio e ano de coleta (Tabela 4), embora entre
os 100 testados, ndo tenha sido possivel ter-se isolados de todos os
municipios em todos os anos de coleta, observou-se também a variagao
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na agressividade dos isolados por municipio, de ano para ano. Por
exemplo, em 2011 os isolados mais agressivos foram os coletados em
Belmonte, I1héus e Sao Francisco do Conde, enquanto entre os de menor
agressividade, para os coletados naquele ano, estavam os de Camacan
e Uruguca, que, nos anos de 2011 e 2012 foram os municipios com
isolados de maior agressividade. Quanto ao municipio de Itabuna ndo
houve diferenga estatistica para as médias dos anos de 2010 ¢ 2011 e
ambos diferiram da média de 2012, embora tenham sido testados quatro
isolados coletados em 2011 e apenas um para cada um dos outros
anos. Apenas em Camacan, a média dos isolados de 2012 superou
estatisticamente a de 2010.

Tabela 4. Comparagdo de médias' de infecgdo entre os 100 isolados
de Phytophthora palmivora testados divididos pelos treze municipios
¢ anos de coleta (2010-2012).

Médias/Anos

Municipios

2010 2011 2012
Belmonte 231a 1,96 def 1,58 b
Ilhéus 2,26 ab 2,02 cde 1,64 b
Sao Francisco do Conde 2,12 ab - -
Una 2,05b 2,12 bed -
Itabuna 2,05b 1,88 ef 1,29 ¢
Mutuipe 1,75 ¢ 2,21be -
Santo Amaro 1,70 ¢ 1,75 ¢ 1,66 b
Ipiat 1,64 ¢ - -
Ganda 1,62 ¢ 1,96 def -
Ttubera 1,62 ¢ 2,03cde 1,61b
Camacan 1,60 ¢ 2,66 a 2,06 a
Uruguca 1,57 ¢ 228b 1,66 b
Itacaré - - 1,82ab

'Teste de comparagdo de médias Tukey (o = 0,05). As médias de tratamentos
seguidas de pelo menos uma letra em comum na coluna nio diferem entre si.
(-) auséncia de isolados para este municipio/ano. Nao avaliado.

E importante notar que, o ano de 2011 apresentou os isolados com
os niveis médios de maior agressividade (Tabela 3), em relagdo aos
isolados coletados nos outros anos, bem como os isolados considerados
de menor agressividade entre todos os isolados testados. Dados do
CEPEC, coletados em diversos municipios sobre o percentual de
frutos infectados pela Podriddo Parda na Bahia, no periodo de janeiro
de 2010 a novembro de 2012, como ¢ possivel observar no grafico
(Figura 2), corroboram com este resultado, pois o ano de 2011 obteve
percentuais de frutos infectados mais elevados do que nos anos de
2010 e 2012, indicando que, possivelmente, a ocorréncia da Podridao
Parda no campo, esta correlacionada a predominancia de isolados mais
agressivos na populac¢do naquele ano.

Os valores médios de infecgdo obtidos para os isolados testados
neste experimento variaram de 2,95 (isolado 1744, coletado em
Camacan no ano de 2011) a 1,14 (isolado 2531, coletado em Itacaré no
ano de 2012), o que demonstra a ampla varia¢@o na agressividade dos
isolados testados. O valor da diferenga média significativa calculada
pelo Teste de Tukey (p>0,01) foi 0,5597 (= 0,56). Um grupo de isolados
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Figura 2. Dados percentuais (%) de frutos de cacau infectados por Podridao Parda na Bahia, entre janeiro de 2010 a dezembro de 2012.

destacou-se como altamente agressivo aos clones testados e que ndo
diferiram significativamente do isolado 1744. Foram eles 1778 e 1735
(de Camacan), 1845 (Mutuipe), 1913 (Belmonte), 1878 (Una), 1985 ¢
1971 (Ilhéus), 1733 (Sao Francisco do Conde) e 1767 (Belmonte). No
entanto, os isolados que tiveram niveis médios de infec¢ao superiores
a 2,0 também foram considerados agressivos. Estes isolados sdo de
procedéncias diversas e foram coletados nos anos de 2011 (16 isolados)
e 2010 (11 isolados), predominantemente, (1764, 1548, 1779, 1825,
1743, 1546, 1547, 1687, 2530, 1637, 1859, 1647, 1900, 2498, 2219,
1818, 1706, 2279, 1787, 1784, 2117, 2210, 2500, 2433, 1795, 1631,
1770, 1796, 1894, 2139, 1652). Ja os isolados 1669, 1670, 1678 ¢ 2364
(Santo Amaro), 2227 (Itubera), 2208 (Gandu), 2118 (Uruguca), 2607
(Itabuna), 2469 (Belmonte), 2348 (Camacan), 2125 e 2171 (Uruguca)
e 2531 (Itacaré), apresentaram valores médios iguais ou inferiores a
1,5 e foram considerados 0os menos agressivos.

Coletados no ano de 2010, 42 isolados foram testados, sendo o
mais agressivo o de registro nimero 1913, proveniente da Fazenda
Humaita, no municipio de Belmonte, seguido pelo de registro nimero
1733, obtido na Fazenda Dom Jo@o, no municipio de Sao Francisco
do Conde, porém, nove outros isolados nao diferiram estatisticamente
do isolado 1913, sendo, portanto, considerados também de maior
agressividade. Entre estes isolados, estdo um de Belmonte (1767),

trés de Ilhéus (1546, 1547 e 1548), um de Una (2219), um de Mutuipe
(2279), dois de Uruguca (1706 ¢ 2117) ¢ um de Gandu (2210). Ja
os menos agressivos foram o isolado 2125, coletado na Fazenda
Convencao, e 2171, da Fazenda Brasileira, ambas no municipio de
Uruguca, porém onze outros isolados nao diferiram estatisticamente
dos dois mencionados anteriormente.

No ano de 2011, o isolado mais agressivo entre os 41 isolados
foi o de registro numero 1744, proveniente da fazenda Sdo Pedro, no
municipio de Uruguca, ndo s6 para o municipio, como também na
comparagdo entre os 100 isolados testados seguido pelo isolado 1764.
Também foram considerados agressivos os isolados 1778 e 1735 ambos
obtidos no municipio de Camacan, 1845 e 1779, de Mutuipe, 1985 e
1971, de Ilhéus, 1878, de Una e 1825, de Itubera. Os isolados menos
agressivos foram os de registros ntimeros 1670, 1678, 1669, obtidos
de trés propriedades agricolas (Calmon—-Mamao, Dom Jodo e Engenho
D’agua), localizadas no municipio de Santo Amaro. No entanto, outros
nove isolados também nao diferiram do isolado 1670, foram eles 1940
e 1941, de Ilhéus, 1628 (Gandt), 1762 (Uruguca), 1640 ¢ 1927, de
Itabuna, 1790 (Belmonte), 1836 (Ituberd) e 1862 (Una).

Ja para o ano de 2012, quando apenas 17 isolados foram
estudados, tanto os isolados mais agressivos, de registro nimero 2530
e 2498, quanto o menos agressivo, de registro nimero 2531, foram

Figura 3. Clamidosporos dos isolados de P. palmivora estudados. (A) Intercalar; (B) Terminais.
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Figura 4.Formas dos esporangios de isolados de P. palmivora de
cacaueiro; A: Ovoide; B: Distorcido; C: Elipsoide; D: Limoniforme;
E: Obipiriforme e F: Globoso.

provenientes da Fazenda Trés Irmaos, no municipio de Itacaré. Nao
diferiram estatisticamente dos isolados de Itacaré mais agressivos, 0s
de registro numero 2433 (Camacan), 2500 (I1héus), 2497 (Uruguca) e
2466 (Belmonte); enquanto entre os menos agressivos estdo também
os de nimero 2469 (Belmonte), 2508 (Ilhéus), 2607 (Itabuna) e 2489
(Uruguca).

Notou-se que houve variagdo entre as dimensdes dos isolados
considerados mais e menos agressivos. Por exemplo, na variagao entre
as médias das dimensdes de esporangios, o isolado 1744, considerado
0 mais agressivo entre todos os isolados testados, apresentou a menor
média de comprimento (28,3 um). Ja o isolado 2207, considerado

menos agressivo entre os 100 isolados testados, apresentou o maior
comprimento médio (55,6 um) entre os 61 isolados caracterizados
morfometricamente.

Morfologicamente, os isolados de P. palmivora de cacaueiro
apresentaram micélio hialino com hifas cenociticas. Todos os isolados
avaliados apresentaram produgio abundante de esporangios caducos e
papilados, com pedicelos curtos e, clamiddsporos globosos, terminais
ou intercalares, predominantemente terminais (Figura 3). Os isolados
produziram esporangios predominantemente elipsoides e ovoides,
embora outras formas estivessem presentes, como limoniformes,
globosos e distorcidos (Figura 4). Essas caracteristicas correspondem ao
descrito para a espécie P. palmivora (9,10). Resultados similares foram
encontrados por outros autores em mamoeiro (4), jaca (2), abacateiro
(25), citros (12) e damasco (39).

O comprimento (C) dos esporangios variou de 55,6 um (2207)
a 28,3 um (1744) e a largura (L) de 50,9 um (1865) a 18 pm (2117),
com média de 41,5 — 27,8 um e a relagdo C/L variou de 2,2 a 1,1. As
medidas da papila, profundidade (P) variaram de 8,3 pm (1770) a 3,4
um (2505) e largura (L) de 8,5 um (2139) a 3,1 pm (2327) com média
de 4,7 5,7 um. O pedicelo variou de um comprimento (C) de 1,5 um
(1669) a 6,6 um (2327) com média de 3,2 um.

Os isolados de P. palmivora (BG-17 ¢ BG-26) obtidos da
pupunheira (Bactris gasipaes) para primeiro relato desta espécie
causando a podriddo do estipe da pupunheira no estado do Parana,
apresentaram dimensdes similares as obtidas para esporangios neste
estudo, (46,4 x 30,7 e 46,1 x 29,0), respectivamente (32). Em abacateiro
(25) e em citros (12), também foram registradas médias das dimensoes
de esporangios similares em isolados de P. palmivora (48,8 x 31,8 um
e 53,8 x 33,3 um), respectivamente. Isolados de P. palmivora obtidos a
partir de plantas sintomaticas de damasco, apresentaram dimensdes de
estruturas que se aproximam das deste estudo, tanto para esporangios
(42,5 x 36,0 pm) como para pedicelo (3 um) (39). Ja em mamoeiro,
no Estado de Alagoas, os esporangios mediram 37,6 x 27,5 um (4).

Os clamiddsporos apresentaram diametro variando de 53,65 um
(2139)a 18,4 um (2402) com uma média de 31,7 um. A morfologia dos
clamidésporos ndo varia muito entre as espécies de Phytophthora, sendo
aimportancia desse carater na taxonomia, na maioria das vezes, limitada
a sua presencga ou auséncia (9). Clamiddsporos com caracteristicas
similares aos verificados neste trabalho foram encontrados em outras
pesquisas para P. palmivora em pupunheira, no Brasil (32), em citros,
na Tailandia (12) e em damasco, na Turquia (39).

As colonias dos 100 isolados de P. palmivora apresentaram micélio

Figura 5. Odsporos com anteridios anfigenos dos isolados de P. palmivora estudados.
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superficial ralo e seis formas padrdes de colonia: sem forma definida,
estrelada, ligeiramente estrelada, rosacea, petaloide e ligeiramente
petaloide, sendo o padrdo mais frequente sem forma definida. Variagdes
de padrdes sdo comuns nas culturas de Phytophthora (9), tendo sido
observadas em culturas de P. palmivora de pupunheira (32), de citros
e damasco (12,39), onde os autores relatam estes mesmos padrdes

Foi comprovada a natureza heterotalica de todos os isolados de
P. palmivora de cacaueiro estudados, com presenga apenas do tipo
A2, pois formaram oogoénio esférico, anteridios anfigenos e odsporos
apleroticos (Figura 5), quando pareados com o isolado 1191, padro
de compatibilidade Al de P. palmivora de mamoeiro. Também foi
observada a presenca de anteridios anfigenos em culturas de P.
palmivora de pupunheira (5).

Ficou comprovado por este estudo que existe variabilidade entre
os 100 isolados de P. palmivora estudados, quanto a morfologia, o
que de certo modo ndo excede muito os limites relatados na literatura
para a espécie, conforme comentado anteriormente. Surpreendeu, no
entanto, a alta variabilidade na agressividade dos isolados ao hospedeiro
considerando a comparagdo das médias dos indices de doenga obtidos
em discos de folhas inoculadas com a mesma concentrag@o de indculo
(3,0 x 10° zodsporos/mL) para todos os isolados, que demonstrou
haver isolados mais e menos agressivos nos diferentes locais e anos
de coleta, ndo permitindo relacionar esta ocorréncia ao local ou ao
ano de coleta dos mesmos (Tabela 4). Poderiam ser levantadas trés
hipdteses para explicar esta alta variacdo na agressividade. A primeira
teria sua causa na variabilidade climatica que costuma ocorrer na regido
cacaueira da Bahia e que influi diretamente sobre as condigdes de
temperatura e umidade do solo (34), principal reservatorio de indculo
da Podridao Parda no campo; durante os meses mais quentes do ano
(26), estas variagdes podem ter contribuido para nos anos de maior
déficit de umidade, selecionar individuos mais vigorosos dentro da
populacdo do patdgeno, independentemente de sua agressividade. A
segunda, se relaciona com o material genético cultivado: nas ultimas
duas décadas, clones resistentes a Vassoura de Bruxa (VB) foram
plantados em diversas propriedades rurais da regido, no entanto,
algumas conservaram os materiais genéticos tradicionais na regido,
para os quais deveria haver o equilibrio com a populagdo do patdogeno
vigente. O processo de adaptagdo aos novos gendtipos pode ter causado
impacto nessa populagdo, gerando novos individuos mais agressivos,
como tem ocorrido também para a VB (11, 28, 30). Uma terceira
hipotese explicativa se baseia na possibilidade de recombinagio
genética na populagdo de P. palmivora ter ocorrido em alguns locais e
anos em fung@o de plantios consorciados com outros hospedeiros da
espécie e que apresentem os dois tipos de compatibilidade sexual, o
que possibilita a geragdo de novos individuos que podem ter maior ou
menor agressividade aos hospedeiros de origem. Plantios consorciados
ou em sistemas agroflorestais tornaram-se mais frequentes na regiao
cacaueira ap6s a introdugao da VB (38). Phytophthora palmivora é uma
espécie com ampla gama de hospedeiros no Brasil (19).

E possivel inferir também que a variagdo obtida no decorrer dos
anos para a ocorréncia da Podriddo Parda no campo seja devido a
predominancia de isolados mais agressivos na populagio (Figura 2
¢ Tabela 3).

A descoberta da ampla variagao na agressividade dos isolados
de P. palmivora do cacaueiro tem sérias implicagdes na avaliagdo de
resisténcia de gendtipos de cacaueiro a esta espécie, ou seja, ao invés
de se utilizar somente um isolado padrdo para os testes de resisténcia,
apos este resultado, fica claro que o melhor sera utilizar uma mistura
de isolados para a preparagdo da suspensdo de indculo para os testes de
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inoculagdo e avaliagdo da resisténcia em clones de cacaueiros. S6 entdo
avaliacdes de resisténcia poderdo ser conduzidas com confiabilidade
e acuracia.
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