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Visando selecionar clones de cacaueiro resistentes a Ceratocystis cacaofunesta em condi¢cdes de campo foram
instalados dois ensaios: 65 clones (Ensaio 1) e 15 clones (Ensaio 2). Em cada planta foram selecionados cinco
ramos, quatro receberam o inéculo com 30uL do isolado Cc 20 na concentragao de 3,0 x 10* UFC/mL e a
testemunha somente dgar-dgua. No local sem ou com inéculo foi colocado um algoddao umedecido envolto com
uma fita plastica para formar uma cdmara timida. O delineamento foi inteiramente casualisado com duas plantas
por gendtipo no Ensaio 1 e trés plantas no Ensaio 2. Sessenta dias apds a inocula¢do os ramos foram retirados
das plantas e levados para o laboratério para medir a altura e largura da les@o. Apds a tomada de dados, todo o
material foi incinerado. Nos dois ensaios pela andlise da média das lesdes, o clone TSH 1188 mostrou-se ser o
mais resistente, enquanto o gendtipo VB 316, o mais suscetivel.
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Selection of cacao genotypes resistant to Ceratocystis wilt under field

conditions. In order to select cacao clones resistant to Ceratocystis cacaofunesta under field conditions two
trials were installed: 65 clones (Trial 1) and 15 clones (Trial 2). In each plant we selected five branches, four
received the inoculum with 30 uL of the isolate Cc 20 in a concentration of 3,0 x 10* CFU / mL and the control
received only water-agar. At the site, with or without inoculums, it was placed a moistened cotton wrapped with
a plastic tape to form a moist chamber. The design was a completely randomized, with two plants per genotype
in Trial 1 and three plants in Trial 2 in. Sixty days after the inoculation, branches of the plants were removed and
taken to the laboratory to measure the height and width of the lesion. After collecting the data, all material was
incinerated. In both trials, based on the lesion averages, clone TSH 1188 proved to be the most resistant while
genotype VB 316, the most susceptible.
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Introducao

Em 1989 Pereira et al. (1989) constataram pela
primeira vez a doenga vassoura-de-bruxa do cacaueiro
(Theobroma cacao L.), causada pelo basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa, na regido sul da Bahia,
e, desde entdo, esta doenga provocou sérios danos
econdmico-sdcio-ambientais. A producao de cacau
nesta regido sofreu redugdes drasticas, passando o
Brasil de pafs exportador para importador. Diante
disso, criou-se a necessidade do estabelecimento de
programas de melhoramento genético para retomada
do agronegdcio cacau na obtencdo de variedades
resistentes e de alta produtividade. Porém, em 1997
foi constatada a ocorréncia da murcha-de-
ceratocystis ou mal-do-facao em enxertos no viveiro,
e em 1998, em cacaueiros adultos (Bezerra, 1997;
Bezerra et al., 1998).

A murcha-de-Ceratocystis é causada pelo fungo
Ceratocystis cacaofunesta. Esta doenga foi constatada
pela primeira vez em 1918, no Equador, e nas décadas
de 50 e 60 a doenca adquiriu importancia epidémica,
provocando a morte de milhdes de arvores. No Brasil,
foi encontrada pela primeira vez em Rond6nia e mais
recentemente, na regido sul da Bahia. E possivel que a
doenca estivesse presente de forma esporadica, na
regido, ja por alguns anos, s6 comecando realmente a
apresentar alguma importdncia econdmica com o
plantio de determinados materiais genéticos, a partir
de 1995, que a despeito de apresentarem resisténcia a
vassoura-de-bruxa, mostraram-se bastante suscetiveis
a murcha-de-ceratocystis, como foi o caso da variedade
Theobahia.

A disseminagdo da murcha-de-ceratocystis entre
as plantas se da pelos tratos culturais normais da
lavoura, que resultam em ferimentos principalmente
na desbrota que permite a passagem de propagulos
de uma planta doente para outra sadia através da
ferramenta.

Estudos metodoldgicos para a avaliacdo da
resisténcia de clones do cacaueiro a murcha-de-
ceratocystis foram desenvolvidos por Alarcon (1994),
Delgado; Echandi (1965), Domingues; Velasquez
(1972), Guerrero (1975), Silva et al. (2007), Silva
(2005), Silva e Luz (2000), Sanches (2007) e Sanches
et al. (2007). Nesta ultima citagdo, os autores
estudando aspectos metodoldgicos e comparando a
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resisténcia entre 10 clones de cacaueiro, em fase de
plantulas, a murcha-de-ceratocystis indicaram os
clones TSH 1188 e o CEPEC 2008 como os de maiores
resisténcia; o CEPEC 2002, CEPEC 2007, CEPEC
2009 e 0 CCN 10 com resisténcia moderada; e, como
mais suscetiveis os clones CCN 51, SJ 02, PH 16, HW
25 e a concentragdo de in6culo 10° UFC.mL! como
adequada para este estudo.

Existem também algumas evidéncias, ainda
sujeitas a confirmacao, que indicam que o clone IMC
67 é resistente a murcha-de-ceratocystis e expressa
estabilidade regional (Dias, 2001 ).

Silva et al. (2004), relatam que os clones SIC
644 e SIC 812 apresentaram-se como moderadamente
resistentes e a variedade ‘Jaca’ foi a inica com maior
resisténcia, acompanhada pelos clones SIAL 577,
CB 205 e CBI 205, quando empregou a metodologia
preconizada por Delgado e Echandi (1965).

Considerando-se o fato da murcha-de-ceratocystis
ocorrer em toda regido cacaueira da Bahia e com o
registro em 2001, no norte do Espirito Santo (Almeida
etal., 2005), a busca de fontes de resisténcia a doenca é
imprescindivel para que ndo se torne um problema ainda
mais grave na cultura. O uso de material genético
resistente € o controle mais eficiente e econdomico. Com
esse objetivo, na busca de material resistente 8 murcha-
de-ceratocystis foram realizados dois ensaios, sendo o
Ensaio 1 com 65 clones e o Ensaio 2 com 15 clones. Os
clones do Ensaio 1 foram instalados em ensaios de rede
em seis agrossistemas da regido cacaueira da Bahia, para
avaliacdo de sua resisténcia a vassoura-de-bruxa,
produtividade e outras caracteristicas agrondmicas
desejaveis. No Ensaio 2 foram usados clones resistentes,
intermedidrios e suscetiveis selecionados no Ensaio 1
acrescido dos clones ICS 1, Jaca e IMC 67.

Material e Métodos

Ensaio 1

Material genético

Sessenta e cinco clones de cacaueiro com
aproximadamente trés anos instalados na Quadra H
da drea experimental do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC) em Ilhéus, Bahia, foram testados quanto sua
reacdo ao C. cacaofunesta (Tabela 1).
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Tabela 1 - Relagdo dos 65 clones testados no Ensaio 1

AM 01 FF 38 FSU 07 NV 02 RT 09 SM 04 TSH 1188 VB 902
AM 02 FL 16 FSU 127 NV 22 RT 106 SM 06 VB 309 VB 903

BB 133 FL 29 FSU 13 NV 77 RV ID 12 T 10 VB 311

BB 6020 FL 60 FSU 151 PAT 118 SCS 18 T11 VB 316

BB 6021 FL 77 FSU 77 PAT 84 SCS 20 TR 12 VB 515

CSF 22 FLN 30 GM 33 PB 617 SIAL 169 TR 15 VB 547

DF 01 FLN 46 HR 20 PH 16 SIC 23 TR 22 VB 679

FADA 100 FSR 01 HR 29 PS57 1 SJ 02 TR 35 VB 892

FADA 18 FSU 01 M 05 PS57 111 SM 02 TR 36 VB 900

Inoculacao fragmentos de hifas foi ajustada para 3,0 x 10* UFC/

Em cada duas plantas escolhidas do genétipo foram
marcados cinco ramos lenhosos com aproximadamente
1,5 cm de didmetro, sendo que quatro ramos receberam
o ind6culo e um ramo foi a testemunha. Como inéculo,
utilizou-se o isolado do fungo C. cacaofunesta
identificado como Cc 20 da Micoteca da Secdo de
Fitopatologia do CEPEC.

O isolado foi reativado, pincelando uma suspensao
de suas estruturas em fragmentos de 4 cm de ramos de
cacaueiros cortados ao meio longitudinalmente,
conforme metodologia preconizada por Delgado e
Echandi (1965). Apds quatro dias de incubac¢do em
camara umida, os ascésporos foram transferidos para
tubo de ensaio contendo meio BDA. Aos oito dias de
crescimento do fungo foi colocado no tubo de ensaio
dgua destilada esterilizada e, com auxilio de um pincel,
foram retiradas as estruturas do fungo. A suspensio
obtida foi filtrada em gaze para eliminar os peritécios. A
suspensdo final composta de ascésporos, conidios e

mL em 0,3% de AA (4gua-dgar). Nos ramos dos
cacaueiros foi feito um corte com bisturi, no sentido
horizontal de maneira que a casca se desprendesse e
o lenho ficasse exposto. Neste local foram depositados
30 uL de uma solugdo de 0,3% AA (dgua-4gar), no
ramo testemunha, e, nos inoculados, o mesmo volume
de uma suspensao de 3,0 x 10* UFC/mL. No local da
incisao foi feita uma cAmara imida, colocando algodao
umedecido com dgua destilada estéril recoberto com
uma fita plastica (veda-rosca).

Avaliacao

Sessenta dias apds a inoculacdo, os ramos foram
cortados a 20 cm abaixo do ponto de incisao e colocados
em sacos plasticos devidamente identificados com o
numero da parcela do genétipo e da planta. Em
laboratério, a casca dos ramos foi retirada para
possibilitar a medida de altura e largura da lesao
(Figura 1).

Figura 1. Inocula¢do em cacaueiro com Ceratocystis cacaofunesta em campo. A - ramos retirados do campo para
avaliacdo; B - vis@o das lesdes em ramos inoculados e a testemunha sem lesdo.
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Ensaio 2

O Ensaio 2 foi realizado apds a andlise do Ensaio 1
no qual foram selecionados clones de cada um dos trés
grupos formados: resistente (TSH 1188, SCS 20, BB
133, VB 515 ¢ FSU 77) , intermediario (VB 900 e
VB 547) e suscetivel (PH 16, CSF 22, FSU 127, VB
892 e VB 316), perfazendo um total de 15 clones com
a inclusdo dos clones ICS 1, IMC 67 e JACA. Os
procedimentos foram os mesmos realizados no Ensaio
1, com excecdo do nimero de repeti¢des, que foram
trés plantas por genétipo.

Analise dos dados

Nos Ensaios 1 e 2 foram realizadas as medidas de
altura e largura da lesdo, para obtencdo da drea
lesionada pelo patégeno nos ramos. A andlise de
variancia e estimag¢ao do coeficiente de correlacdo de
Pearson e componentes de variincia foram realizadas
usando o programa SAS (SAS Institute, 1989), ja o
agrupamento das médias pelo método de Scott-Knott
foi realizado usando o programa Genes (Cruz, 2001).
A herdabilidade clonal (h ) foi estimada como: h’ =
6% /[6° + &, + 6], onde &°, 6%, e 6° sdo estimativas
dos componentes de variincia associados a clones,
blocos e residuo.

Resultados e Discussao

Nos dois ensaios, os ramos testemunhas ndo
apresentaram lesao. Dos 65 clones testados, no Ensaio
1, a média de area lesionada foi realizada somente em
64 clones (Tabela 2), pois o CSF 22 se apresentou como
0 mais suscetivel, causando murcha e seca nos ramos
inoculados (Figura 2).

Figura 2 - Visdo do ramo seco do clone CFS 22 aos 60 dias
apds a inoculagdo em campo com Ceratocystis cacaofunesta; local
da inoculagdo (seta).

Tabela 2 - Média da lesdo (cm?) de Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados artificialmente no campo

Clone Area Clone Area Clone Area Clone Area
TSH 1188 2,19 NV 22 10,68 SIAL 169 19,31 NV 02 27,56
BB 133 2,60 NV 77 12,60 HR 29 19,47 SJ 02 27,85
SCS 20 3,49 VB 309 12,90 PS57 1 20,11 TR 35 28,58
PAT 118 4,45 T 11 13,89 TR-15 20,27 FL 29 29,17
FL 60 5,08 FLN 30 14,10 PS57 111 22,58 FL 16 29,23
HR 20 5,11 FL 77 14,15 T 10 22,60 VB 679 30,31
SCS 18 5,46 TR 36 14,15 BB 6020 22,76 SM 06 32,19
SIC 23 6,56 FSU 151 14,25 VB 547 23,17 FADA 18 33,05
VB 902 6,87 FSU 77 14,48 FSU 01 23,51 FADA 100 35,36
FSR 01 7,56 BB 6021 14,51 RT 106 24,76 AM 02 36,14
FSU 13 7,92 M 05 16,33 VB 900 25,33 PAT 84 36,65
GM 33 8,07 TR 12 16,53 SM 02 26,10 PH 16 41,19
FLN 46 8,09 RV ID 12 16,68 DF 01 26,34 VB 892 42,84
TR 22 8,42 FF 38 17,57 VB 311 26,36 FSU 127 43,28
PB 617 8,46 VB 515 17,68 FSU 07 27,09 AM 01 47,40
VB 903 9,36 RT 09 18,46 SM 04 27,49 VB 316 55,98
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De acordo como o teste F foram encontradas
evidéncias de diferencas significativas, ao nivel de 1%
de probabilidade, entre os clones com rela¢do a infecgao
a C. cacaofunesta (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de variancia da area lesionada ocasionada
por Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro
inoculados no campo

Fonte GL Quadrado Médio  Valor F Probab.
Clone 63 247,14 291 <0,0001
Bloco 1 305,93 3,60 0,0632
Erro 52 84,91

As duas varidveis estimadas altura e largura da lesdo
apresentaram uma forte correlacao positiva (r = 0,72)
(Figura 3), assim como a uma alta herdabilidade clonal
(0,59 e 0,73, respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de correlagdo de
Pearson entre as médias de 64 clones de cacaueiro e herdabilidade
clonal para as varidveis altura, largura e drea da lesdo ocasionada
por C. cacaofunesta

O método de Scott-Knott aplicado aos 64 clones
testados possibilitou classificd-los em trés grupos:
resistente (R), intermediario (I) e suscetivel (S)
conforme suas reagdes ao C. cacaofunesta (Tabela 5).

O clone TSH 1188 apresentou a menor média de
area lesionada (2,19 cm?), comprovando a sua
resisténcia ao C. cacaofunesta, como foi demonstrado
por trabalhos anteriores feitos com plantulas em casa
de vegetacdo por Oliveira et al. (2009) e Silva et al.
(2007, 2010, 2012). Entre os clones resistentes houve
uma variacdo da drea lesionada de 2,19 a 20,27 cm?
correspondendo a 56,25% do total de clones testados.
Os clones BB 1 33, SCS 20, PAT 118 e FL 60
apresentaram drea média lesionada menor que 5,8 cm?.
O clone VB 902 agrupado entre os resistentes apresentou
0 mesmo comportamento quando inoculado em progénies
de polinizacdo aberta por Silva et al. (2012).

O grupo intermediario foi formado por 31,25% dos
clones testados com uma variacao de 22,58 a 33,05
cm? de drea média de lesdo. Dentre estes clones, Oliveira
et al. (2009) e Silva et al. (2012), também agruparam
os clones PH 15 e MO 5 como intermedidrios, quando
foram inoculados em progénies de polinizagdo livre em
casa de vegetacdo. Porém, discordaram quanto ao clone

Varidvell  Altura Largura Area ho SJ 02, que em seus trabalhos se apresentou como
suscetivel.
ksk kek . s 1 2
Altura 1,00 0,72 0,93 . 0,59 O clone VB 316 apresentou a maior média de drea
Zzgaum 1,00 ?’gg 8’22 lesionada (55,98 cm?) dos clones testados. O grupo
. ’ dos clones suscetiveis correspondeu a 12,5% dos clones
3,0
o Larg = 0.056(Alt) + 0.784
° R?=0.513 .
e
o 2,0
'@
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4
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©
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Figura 3. Largura x altura da lesdo ocasionada por Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados no campo.
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Tabela 5. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados no campo
no Ensaio 1

Clone Area (cm?) Clone Area (cm?)
TSH 1188 2,19 c¢* SIAL 169 19,31 ¢
BB 133 2,60 ¢ HR 29 19,47 ¢
SCS 20 3,49 ¢ PS 571 20,11 ¢
PAT 118 445 ¢ TR 15 20,27 ¢
FL 60 5,08 ¢ PS 57 111 22,58 b
HR 20 511 ¢ T 10 22,60 b
SCS 18 5,46 ¢ BB 6020 22,76 b
SIC 23 6,56 ¢ VB 547 23,17 b
VB 902 6,87 ¢ FSU 01 23,51 b
FSR 01 7,56 ¢ RT 106 24,76 b
FSU 13 792 ¢ VB 900 2533 b
GM 33 8,07 ¢ SM 02 26,10 b
FLN 46 8,09 ¢ DF 01 26,34 b
TR 22 8,42 ¢ VB 311 26,36 b
PB 617 8,46 ¢ FSU 07 27,09 b
VB 903 9,36 ¢ SM 04 27,49 b
NV 22 10,68 ¢ NV 02 27,56 b
NV 77 12,60 ¢ SJ 02 27,85 b
VB 309 12,90 ¢ TR 35 28,58 b
T11 13,89 ¢ FL 29 29,17 b
FLN 30 14,10 ¢ FL 16 29,23 b
FL 77 14,15 ¢ VB 679 30,31 b
TR 36 14,15 ¢ SM 06 32,19 b
FSU 151 14,25 ¢ FADA 18 33,05 b
FSU 77 14,48 ¢ FADA 100 35.36 a
BB 6021 14,51 ¢ AM 02 36,14 a
M 05 16,33 ¢ PAT 84 36,65 a
TR 12 16,53 ¢ PH 16 41,19 a
RV ID 12 16,68 ¢ VB 892 42 84 a
FF 38 17,57 ¢ FSU 127 43 28 a
VB 515 17,68 ¢ AM 01 47 40 a
RT 09 18,46 ¢ VB 316 55 .98 a

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo
grupo pelo método de Scott-Knott (4 = 5%).

testados, apresentando uma variacdo na média de area
lesionada de 35,36 a 55,98 cm?. Destes, o PH 16 teve
sua comprovacdo em campo como suscetivel,
corroborando com os trabalhos em casa de vegetacao
de Sanches (2007), que encontrou 93% de plantulas
mortas e Silva et al. (2007, 2012) com 60 e 85% de
mortalidade das plantulas, respectivamente, embora
estes dois autores nao tenham usado o mesmo isolado
do patégeno.
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No Ensaio 2, os 15 clones foram analisados pelos
mesmos procedimentos do Ensaio 1. As estimativas da
herdabilidade clonal para as trés varidveis analisadas
foram elevadas (Tabela 6), sugerindo que a selecdo de
clones com base nestas varidveis € efetiva.

Tabela 6. Herdabilidade clonal para a drea da lesdo ocasionada
por Ceratocystis cacaofunesta em 15 clones de cacaueiro
inoculados no campo

Variavel h2
Area 0,81
Altura 0,78
Largura 0,93

Na Figura 4, os 11 clones testados em ambos os
ensaios (BB 1 33; FSU 77 e 127; PH 16; SCS 20;
TSH 1188; VB 316, 547, 515, 892 e 900) mostraram
uma correlagdo positiva entre as médias das dreas das
leses estimadas nos dois ensaios (r = 0.76**, Tabela 6)
quando inoculados com C. cacaofunesta, demonstrando
a confiabilidade da metodologia utilizada para
inoculacdo e avaliacdo na sele¢do de clones resistentes
a murcha-de-ceratocystis.

60

AL2=0.49(AL1) + 7.61
R?=0.58
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Figura 4. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 11 clones de cacaueiro inoculados no campo em
ambos os ensaios (Ensaio 1 e 2).
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Pelo método de Scott-Knott a 5%, no Ensaio 2
formaram-se oito grupos com os 15 clones testados
(Tabela 7). No caso, os clones TSH 1188, IMC 67 e
JACA foram os mais resistentes apresentando uma
variacdo na média lesionada de 2,47 a 4,44 cm?. Nos
dois ensaios, o clone TSH 1188 foi o que apresentou a
menor média de lesdo confirmando, também, a sua
resisténcia, quando inoculado em condi¢des de campo.
Este clone foi e estd sendo usado como padrdo de
resisténcia em ensaios de progénies em casa de
vegetacdo e a sua reacdo tem permanecido ao longo
dos anos. Os clones BB 1 33 e SCS 20 embora tenham
apresentado drea média de lesdo de 7,64 e 12,14 cm?,
respectivamente, nao foram incluidos ao grupo dos
resistentes como foram no Ensaio 1, quando a drea
média de lesdo foi inferior a 4,0 cm?.

O clone VB 316 com lesdo média de 55,98 cm? foi
o de maior suscetibilidade neste ensaio, repetindo a
mesma classificacdo que obteve no Ensaio 1, seguido
pelos clones VB 892, FSU 77 e 127, CSF22 e ICS 1
que apresentaram valores da média da area lesionada
acima de 20cm?. O clone CSF 22 confirmou a sua
suscetibilidade, que no Ensaio 1 causou a morte de
todos os ramos inoculados. Os clones VB 892 e FSU
127 apresentaram-se como suscetiveis com drea média

Tabela 7. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 15 clones de cacaueiro inoculados no campo

(Ensaio 2)

Clone Area (cm?)
TSH-1188 2,47 i*
IMC-67 2,89 1
JACA 4,44 1
SCS-20 7,64 H
BB-1-33 12,14 G
VB-900 1497 F
VB-547 15,26 F
PH-16 18,03 E
VB-515 18,43 E
FSU-77 20,44 E
ICS-1 23,87 d
CSF-22 25,03 d
FSU-127 32,66 ¢
VB-892 35,38 b
VB-316 42,57 a

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo
grupo pelo método de Scott-Knott (4 = 5%).

de lesdao acima de 40 cm?, mantendo a mesma
classificagdo em ambos os ensaios. O clone ICS 1 foi
selecionado para este ensaio, pela sua suscetibilidade
a murcha-de-ceratocystis em cacaueiro relatada desde
os anos 50 e 60, quando houve a morte de cerca de
35.000 plantas (Delgado, 1964). Este também foi citado
como suscetivel em observagdes feitas em campo por
Soria (1973), e, por Silva et al. (2004, 2007) e Sanches
(2007) em testes com progénies em casa de vegetagao.
Porém, com o ndamero de clones testados, o ICS 1,
usado como padrao de suscetibilidade, deixou de ser
por terem sido encontrados clones mais suscetiveis,
como cita Silva et al. (2007).

No grupo dos intermedidrios, com uma variagao de
média lesionada de 15 a 21 cm?, os clones VB 547 e
900 apresentaram o mesmo comportamento em ambos
os ensaios, enquanto o VB 515 foi agrupado como
resistente e o PH 16 como suscetivel, no Ensaio 1.

A metodologia de inoculagdo preconizada para
cacaueiros adultos no campo e a andlise dos dados
mostraram-se eficientes e permitiram a definicao de
grupos de clones em relagdo a sua reagao ao patégeno,
sugerindo sua aplicabilidade em trabalhos posteriores.
Porém, no campo, o trabalho € maior pelo tempo gasto
e a dificuldade de selecionar plantas e ramos, que
atendam as exigéncias para efetuar a inoculacio. Outro
fator € o risco de trabalhar com o patdgeno na drea, e,
para evitar a sua disseminagao, todo material inoculado
deve ser retirado e apds a avalia¢do, incinerado. Diante
do exposto sugere-se que 0s experimentos com progénies
dos clones e com maior repetividade sejam utilizados
como uma rotina na selecdo de clones resistentes a
murcha-de-ceratocystis, devido a maior homogeneidade
das amostras e dos resultados serem aplicados com
precocidade no Programa de Melhoramento Genético
do Cacaueiro (PMGC) do Cepec.
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