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Alternativa para multiplicagio de clones tolerantes d "vassoura”

Introducio

O cacau (Theobroma cacao L.)
chegou a ser o segundo produto agri-
cola mais importante na pauta de ex-
portacio brasileira. Entretanto, com a
chegada da “vassoura de bruxa”, doen-
¢a causada pelo fungo denominado
Crinipellis perniciosa, houve uma
derrocada dessa cultura, no sul da Bahia,
principal regifo produtora do pais.

A alternativa encontrada pela CE-
PLAC (Comissao Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira) foi o desenvolvi-
mento de metodologia de enxertia e
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Figura 1. Taxa de regeneracio de calos
embriogénicos e nimero de embrides por calo
em 17 experimentos utilizando estamindides do
genotipo Cenargen-2, cultivados de acordo com o
protocolo de Li et al. (1998)

estaquia para a multiplicacao dos clo-
nes tolerantes a “vassoura de bruxa”,
que vinham sendo desenvolvidos por
essa instituicao, ja antevendo a possibi-
lidade de que algum dia a doenca
pudesse chegar ao sul da Bahia. Dessa
forma, foi possivel dar inicio a um
programa de recomposicao de lavou-
ras antigas e estabelecimento de novas
lavouras, com os novos clones.

Além da propagacio via enxertia e

100 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n®29

estaquia, a propagacio via embriogé-
nese somatica tem sido apontada como
mais uma alternativa potencialmente
viavel para a producio de mudas de
cacau, dada a possibilidade de se obter
por este processo altas taxas de multi-
plicacdo a partir de um tGnico indivi-
duo. Além do mais, o desenvolvimen-
to da metodologia de propagacio via
embriogénese somdtica é essencial para
o estabelecimento do processo de
transformacao genética, que permitira
a obtencio de clones com genes para
tolerancia a “vassoura de bruxa”, bem
como a outras doencas importantes
para a cultura do cacau.

Producio de mudas de cacau
via embriogénese somatica

Os primeiros estudos visando a
obtencao de plantas de cacau por
embriogénese somaticas foram con-
duzidos por Esan (1977) e Pence et al.
(1979), os quais utilizaram embrides
imaturos como fonte de tecidos para
cultivo, mas apenas cerca de dez anos
mais tarde foi possivel obter plantas
completas, com raiz bem desenvolvi-
da, utilizando este mesmo tipo de
explante (N6vak et al., 1986).

Os primeiros trabalhos utilizando
plantas adultas foram feitos por Son-
dahl e al. (1993) e Figueira & Janick
(1993), os quais utilizaram tecidos nu-
celares. Ambos os autores obtiveram
um pequeno nimero de mudas clona-
das. Posteriormente, explantes florais
foram utilizados pela primeira vez, o
que permitiu a obten¢io de algumas
centenas de mudas (Lopez-Baez et al.,
1993; Alemanno et al., 1996).

Mais recentemente, Li et al. (1998)
relataram avanco substancial na meto-
dologia de embriogénese a partir de
estaminoides extraidos de botoes flo-



Figura 2. Calos embriogénicos de
Cacau obtidos pelo protocolo
descrito por Li et al. (1998)

rais fechados, por meio da qual foram
avaliados 19 gendtipos distintos, os quais
responderam ao protocolo, numa taxa
de indu¢io de embriogénese, que variou
de 0,8 a 100% dos explantes inoculados.

Durante o ano de 1999, foi feita na
Embrapa-Recursos Genéticos e Biotec-
nologia uma comparacio entre os dois
protocolos mais recentes de regenera-
¢do via embriogénese somatica em ca-
cau, i.é, o de Lopez-Baez et al. (1993) e
o de Li et al. (1998). Foram avaliados
cinco gendtipos disponiveis na Embra-
pa-Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Para cada gendtipo, foram utilizados 100
estaminoéides excisados de botoes florais
fechados, divididos em quatro repeti-
coes de 25 estamindides cada. As cultu-
ras foram incubadas em camara de cres-
cimento tipo B.O.D., no escuro a tempe-
ratura de 25+0,5 °C.

Ao final do processo, observou-se
uma superioridade do protocolo descrito
por Li et al. (1998), por meio do qual se
obteve uma taxa de inducio de embrio-
génese em 11 a 42% dos explantes,

dependendo do gendtipo, ao passo
que, pelo protocolo descrito por Lo-
pez-Baez et al. (1993), a taxa de
inducao foide 0,0 para trés genotipos
e 1,4 e 2,0% para os genotipos restan-
tes.

O processo descrito por Li et al.
(1998) consiste basicamente nas se-
guintes fases: a) Inducio de formacao
de calo primario em meio PCG (“Pri-
mary callus growth”); b) Crescimento
do calo primario em meio SCG (“Se-
condary callus growth”); ¢) Desen-
volvimento de embriio no meio ED
(“Embryo development”); d) Germi-
nacao dos embrides em meio PR
(“Plant recovery”). Os explantes per-
manecem duas semanas no meio
PCG e SCG, quatro semanas no meio
ED, para o completo desenvolvimento
do embrido, e mais quatro a seis
semanas no meio PR para a germina-
¢ao dos embrides. Mais algumas se-
manas de cultivo sao necessarias para
a transferéncia para casa de vegeta-
¢do.

Aolongo de trés anos de trabalho,
1999 a 2001, o protocolo descrito por
Li et al. (1998) foi exaustivamente
testado para o genotipo Cenargen-2,
isto €, o que melhor respondeu 2
inducio de embriogénese somatica
em experimentos anteriores. A taxa
de inducao de embriogénese, em 17
testes, conduzidos em diferentes anos
e em diferentes épocas do ano, va-
riou de 36,7 a 65%, com uma média
de 50% dos explantes apresentando
formagao de calos embriogénicos
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Figura 3. Influéncia do tamanho do botao floral na freqiiéncia

embriogénica

(Figura 1 e 2). Em cada estamindide
embriogénico foi possivel identificar
de 3,3 a 12,8 embrides, com uma
média de 7,4 por explante.

A variacao observada na taxa de
indugao de embriogénese pode ter
sido devida a inameros fatores, os
quais nao foram devidamente contro-
lados durante o processo. Visando iden-
tificar e avaliar o efeito de alguns dos
possiveis fatores, foi conduzida uma
série de experimentos, nos quais fo-
ram avaliados, tomando como base o
genotipo Cenargen-2 e o protocolo
descrito por Li et al. (1998), os seguin-
tes aspectos:

1. Diferentes estidios de desen-
volvimento do botao floral

2. Pré tratamento dos botdes flo-
rais em baixa temperatura

3. Posicao de excisao do estami-
noide

4. Injuria mecanica do estaminoi-
de

5. Cultivo do estamindide no es-
curo e na luz

Diferentes estadios de
desenvolvimento do botao floral

Diferentes tipos de explantes tém
sido utilizados na embriogénese soma-
tica de cacau. Entretanto, dos tecidos
somaticos que podem dar origem a
clones de plantas matrizes, apenas
tecido nucelar, pétalas e estamindides
tém dado resultados satisfatorios, sen-
do os estamindides os que melhor
respondem a embriogénese in vitro.

O grau de desenvolvimento de um
determinado tecido ou 6rgao influen-
cia a resposta embriogénica e, em
geral, tecidos mais novos ou 6rgios
menos diferenciados respondem me-
lhor. Desta forma, com o objetivo de
verificar a influéncia do estidio de
desenvolvimento na embriogénese
somadtica de cacau, botoes florais de,
aproximadamente, 4, 6 ¢ 8 mm de
comprimento foram avaliados. Estes
tamanhos foram escolhidos por serem
facilmente distinguidos entre si. Além
disso, os botdes de 3 mm eram de
dificil manipulacio e os maiores que 8
mm ja se encontravam no inicio da
abertura da flor.

Observa-se, pela Figura 3, que a
freqiiéncia de calos embriogénicos e
nimero de embrides por calo aumen-
tou com o aumento do tamanho do
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Figura 4. Influéncia do pré tratamento de botoes florais a 4+1
°C durante 24 horas na freqiéncia embriogénica
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Figura 5. Influéncia da posi¢ao de corte do estaminéide na fre-
quiéncia embriogénica
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Figura 6. Influéncia da injiria mecinica do estaminéide na res-
posta embriogénica
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Figura 7. Influéncia do cultivo no escuro e da luz na resposta
embriogénica
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botio floral. A frequéncia de calos embriogénicos
aumentou de 11,88% em botdes florais de 4,0 mm
para 45% em botoes florais de 8,0 mm, com valores
intermediarios para botdes florais de 6,0mm. Embora
menos expressiva, observou-se uma mesma ten-
déncia de aumento no nimero de embrides por calo,
passando de 4,38 para 7,5 embrides por calo, respec-
tivamente para os botdes florais de 4 e 8 mm de
comprimento.

Pré tratamento dos botoes
florais em baixa temperatura

O tratamento de flores e inflorescéncias com
baixa temperatura tem sido utilizado para estimular
a resposta embriogénica em anteras de varias espé-
cies. Os graos de podlen tratados com baixas tempe-
raturas por periodos adequados apresentam respos-
ta embriogénica mais elevada em comparaciao com
explantes nao tratados. Os efeitos da baixa tempe-
ratura variam de espécie para espécie. Entretanto,
pouco se sabe sobre os efeitos da baixa temperatura
sobre a reprogramacio celular, necessaria para que
células nao embriogénicas se tornem embriogénicas
durante o cultivo in vitro.

Para avaliar o efeito da baixa temperatura, botoes
florais de cacau foram mantidos a 4+1 °C durante 24
horasantes da excisao dos estaminéides e inoculacao
no meio PCG (“Primary callus growth”; Li et al.,
1998). Embora o intervalo de confianca tenha sido
muito elevado, houve uma clara tendéncia de redu-
cao da freqiiéncia de calos embriogénicos bem como
do nimero de embrides por explante como pode ser
observado pela Figura 4.

Embora nao tenha sido levado em consideracao
no presente experimento € possivel que outros
fatores tenham influenciado a reduc¢iao na resposta
embriogénica do estaminéide, como, por exemplo,
o desencadeamento do processo de senescéncia do
botao floral ap6s ter sido retirado da arvore, em
adicao ao tratamento com baixa temperatura ou nao.

Posicio de excisio do estaminédide

A conexao do estamindide com o receptaculo €
uma regido de transicao entre este e o estamindide.
Por esta razdo, a posicao de corte do estaminodide
pode influenciar de alguma forma a resposta embri-
ogénica. Visando padronizar a posicao de corte, os
estamindides foram excisados em trés posicoes
distintas: posicdo 1, na base, junto ao recepticulo,
onde eles se encontram fundidos com os estames;
posicao 2, no ponto onde os estames e estamindides
se separam logo acima do recepticulo e posicio 3,
na posicao mediana dos estamindides.

Verifica-se, pela Figura 5, que tanto a freqii€ncia
de calo embriogénico quanto o nimero médio de
embrides somaticos por calo embriogénico foi subs-
tancialmente menor nos estaminéides cortados na
posicio 3. Entretanto, nas posicoes de corte 1 e 2,
nao houve diferencas marcantes entre si, o que



Figura 8. Embrides somaticos de
cacau, ao final da fase de dife-
renciacao, em meio ED

Figura 9. Planta de cacau obtida
por embriogénese somatica, em
fase de aclimatacao

sugere que os tecidos da base dos
estaminoides s2o 0s mais propensos a
resposta embriogénica.

Injiria mecanica do estamindide

Um dos problemas que pode alte-
rar a resposta embriogénica é o relaci-
onado ao processo de excisio do esta-
mindide do restante do botio floral, o
que exige intensa manipulacao do ex-
plante, muitas vezes conduzindo a
injurias mecanicas indesejiveis ao es-
taminoide. Visando testar o efeito da
injaria mecanica, foram feitas, com o
auxilio de bisturi, pequenas incisdes ao
longo dos estamindides retirados de
botoes florais de 8,0 mm.

Ao contrario do esperado, nao se
observou influéncia da injiria mecani-
ca na resposta embriogénica dos esta-
mindides, havendo mesmo um discre-
to aumento na percentagem de calos
embriogénicos. Por outro lado, o efeito
das incisdes na reducao do nimero de
embrides por explante foi considera-
vel, de 5,67 para 3,33 embrides (Figu-
ra 6).

Cultivo do estaminédide
no escuro e na luz

O efeito da luz na indu¢io de embri-
ogénese somdtica em cacau foi avaliada
expondo os estaminéides a um fotope-
riodo de 16 horas e intensidade luminosa
de 30,0 pmol.m-2.s-1 durante o cultivo
nos meios PCG e SCG (“Secondary callus
growth”; Lietal., 1998). Posteriormente,
os calos oriundos desses explantes fo-
ram cultivados no meio ED (“Embryo
development”; Li et al., 1998), no escu-
ro, para a diferenciacao dos embriodes.

A presenca de luz durante o
cultivo dos estamindides nos meios PCG
e SCG teve efeito altamente inibitério
tanto na inducao de calo embriogénico
quanto no nimero de embrides por calo,
uma reducio superior a 90% (Figura 7).

Conclusdes e consideracoes

0 O protocolo descrito por Li et al.
(1998) apresentou, tomando como base
o experimento conduzido para cinco
genotipos, evidéncias de maior eficién-
cia quando comparado com o descrito
por Lopez-Baez et al. (1993);

0 Como foi relatado por Li et al.
(1998) e Maximova et al. (2002), foi
observada diferenca marcante em rela-
¢ao ao efeito do gendtipo sobre a res-
posta embriogénica;

0 Botoes florais bem desenvolvi-
dos, coletados logo antes da antese sao
as fontes de estamindides mais propen-
sas a indugao embriogénica;

0 A excisao dos estaminéides deve
ser conduzida pela base, tomando-se o
cuidado de permitir a retencio de algu-
ma parte do receptaculo floral;

0 Todas as fase do processo embri-
ogénico devem ser conduzidas em ple-
no escuro, até a completa formacio dos
embrioes;

0 Os embrides obtidos apresenta-
ram diferenciacao normal e uma taxa de
germinacao superior a 90% (Figura 8);

0 As plantulas obtidas foram acli-
matizadas com sucesso em casa de ve-
getacdo apresentam atualmente altura
aproximada de 50 cm, com dois pares
de folhas bem desenvolvidas . O aspec-

to fenotipico € muito similar ao obser-
vado para mudas derivadas de semen-
tes (Figura 9).
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