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RESUMO

Vérios trabal hos vem sendo desenvolvidos sobre o cultivoin vitro de cacau (T. cacao), mas S30 raros para a maioria das outras
espécies do género, como o cupuagu (T. grandiflorum), cuja a érea plantada vem aumentando expressivamente, e outras que poderiam
servir de fonte de genes para as espécies economicamente ja reconhecidas. Protocol os para obteng&o de embrifes sométicosin vitro
paraas espécies T. cacao, T. grandiflorum, T. speciosum e o hibrido T. grandiflorum x T. obovatum foram avaliados a partir de duas
fontes de explantes, estaminddios e pétal as (formadas por ligulas e cogulas) cultivados em meio de crescimento primério de calo,
consistindo de sais DKW, suplementado com 20 g I de sacarose, 250 mg I-*de glutamina, 200 mg I-*de mio-inositol, 0,2 mg I de
tiamina-HCI, 0,1 mg I-* de &cido nicotinico, 0,2 mg I"*de glicina, 2 mg I-*de 2,4-D, 2,2 g |'*de Gelrite® e pH 5,8. A este meio foram
adicionadas diferentes concentragGes de tidiazuron (0, 5 e 10 ug I%). As culturas foram mantidas no escuro por 14 dias, a temperatura
de 25+ 2 °C, e entdo transferidas para meio de crescimento secundario de calo, constituido de sais WPM, vitaminas de Gamborg, 20
g | de sacarose, 2 mg I"2de 2,4 D, 0,3 mg I de cinetina, 50 ml I de &gua de cbco, 2,2 g I de Gelrite® e pH 5,8. A formagao de calos
ocorreu em todas as espécies. Embrides sométicos foram obtidos somente paraT. cacao. A calogénese mostrou-se influenciada pelo
gendtipo e foi maior nos estaminddios.

Termos para Indexacdo: Embriogénese, explantes, TDZ.

ABSTRACT

Many works have been done on cocoa (Theobroma cacao) in vitro culture, with few studies being published for other species
of the same genus, as cupuassu (T. grandiflorum), whose planted areais increasing expressively, and others that could be used as a
source of genes for those with recognized economical importance. Protocols to obtain in vitro somatic embryos from T. cacao, T.
grandiflorum, T. speciosum and the hybrid T. grandiflorum x T. obovatum from two sources of explants, staminodes and petals
(formed by ligues and cogules) were evaluated, using a primary callus growth medium made of DKW salts, supplemented with 20 g
I* of sucrose, 250 mg I** of glutamine, 200 mg It of myo-inositol, 0.2 mg I* of thyamine-HCI; 0.1 mg I of nicotinic acid; 0.2 mg |- of
glycing; 2 mg I'tof 2,4-D; 2.2 g It of Gelrite® and the pH adjusted to 5.8. To this media was added different concentrations of
thidiazuron (0; 5 and 10 pg I%). Cultures were maintained at dark for 14 days, at atemperature of 25+ 2 °C, and so transferred for the
secondary callus growth, made with WPM salts, Gamborg vitamins, 20 g I'* of sucrose, 2 mg I-*of 2,4 D; 0.3 mg |* of cinetin, 50 ml
I of coconut milk, 2.2 g1 of Gelrite® and the pH adjusted to 5.8. Callus formation occurred in all species. Somatic embryos were
obtained only for T. cacao. Callus formation was influenced by genotype and was higher on staminodes.

Index terms: Embryiogenesis, explants, TDZ.

(Recebido para publicagdo em 14 de janeiro de 2004 e aprovado em 13 de junho de 2005)

de gorduramais parecido com cacau (SILVA et ., 2004),
ou sgja, um sucedaneo potencial .

Os plantios comerciais de cacau possuem alto grau
de heterozigosidade genética, em gque somente poucas
arvores possuem elevado rendimento. Surge, portanto, a

INTRODUCAO

O género Theobroma abriga 22 espécies, todas
pertencentes a América Tropical (CUATRECASAS, 1964),
porém, oito dessas sio encontradas na Amazénia Brasileira,

tendo como representante mais ilustre o cacau (T. cacaol.).
Uma outra espécie do género, o cupuagu (T. grandiflorum
(Willd.) Schum.), também comega a se destacar no mercado
de frutas exdticas (VENTURIERI, 1993). T. speciosum
Willd.e entre as espécies do género, € a que possui 0 teor

necessidade de serem propagados, assexuadamente, 0s
melhores gendtipos, pois as sementes zigoticas ndo
conservam com eficiéncia grande parte da produtividade
do material materno (FIGUEIRA & JANICK, 1995; Ll etal.,
1998).
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A capacidade de propagacdo in vitro da maioria
das espécies amazonicas de Theobroma ndo foi ainda
avaliada, mas apresenta grande potencial tendo em vista
0s vérios trabalhos desenvolvidos com o cultivo in vitro
deT.cacao (LI et al., 1998, MAXIMOVA et a., 2002; TAN
& FURTEK, 2003).

Para o cacaueiro, a embriogénese somatica foi
inicialmente observada a partir de embrifes zigoticos
imaturos (ESAN, 1977) posteriormente repetida por outros
grupos (DUHEM et al., 1989; PENCE et d., 1979; WANG &
JANICK, 1984). Embries oriundos de zigotos, entretanto,
possuem limitado valor para a propagagdo, por serem
derivados de um gendtipo ainda ndo testado. Além do
mais, a germinagdo e conversdo desses embrides somaticos
foi problemética (WANG & JANICK, 1984). Assim,
somente embrides somaticos derivados de tecido
esporofitico (como nucelo, folha ou tecidos florais) tém
valor para a conservacdo do germoplasma ou propagacéo
clona (FIGUEIRA & JANICK, 1995).

Esforcos foram feitos na obtencdo de embrides
somaticos de cacau a partir de tecidos nucelares
(FIGUEIRA & JANICK, 1993) e de tecidos florais por
Alemannoet a. (1996), Lopez-Baez et a. (1993) e Sondahl
et al. (1989). Porém, apesar do progresso obtido, a eficiéncia
relatada por esses autores na obtencdo de embrifes
sométicos e na conversdo em plantas é baixa. Melhores
taxas de conversdo sdo obtidas por meio datroca fregiiente
do meio ou dalavagem dos embrides sométicos (WANG
& JANICK, 1984); do uso de meio suplementado com
zeatina e carvéo ativado, junto com a remocédo dos
cotilédones (DUHEM et al., 1989); da microenxertia de
embrifes sométi cos imaturos sobre plantulas germinadas
invitro (AGUILAR et a., 1992); da utilizac8o de maltose
como fonte de carbono junto com carvéo ativado (L OPEZ-
BAEZ et al., 1993); e enriquecimento de CO, (FIGUEIRA &
JANICK, 1994).

Liet al. (1998) desenvolveram um procedimento para
estimular a embriogénese somética e a regeneragéo de
plantas a partir de tecidos florais (estaminddios) de cacau,
pela utilizac&o de trés etapas no cultivo (inducéo de calos,
desenvolvimento de embrifes e regeneracdo de plantas)
em combinag&o com o uso de TDZ (Tidiazuron) e 2,4-D.
Os autores observaram que todos os gendtipos testados
(19), foram responsivos as condictes de cultura a taxas
que variaram de 1 a 100 % de eficiéncia. Para o gendtipo
Scab-1, observou-se uma média de 45 embrides por
estaminddio. Mais de 270 plantas, derivadas de embribes
somaticos de seis desses genatipos, foram estabel ecidas
€om sucesso ha casa-de-vegetacdo, abrindo caminho para

a propagacao desta espécie a partir de embrides sométicos.

Presumindo que a metodologia aplicada por Li et
al. (1998) pudesse ser também eficiente para outras espécies
do género Theobroma, foi delineado o presente trabalho
em gue foram testadas diferentes concentragtes de TDZ
para obtencado de calos embriogénicos em trés espécies de
Theobroma e um de seus hibridos.

MATERIAL E METODOS
a) Material vegetal

Das espécies T. grandiflorum (Willd.) Schum, T.
speciosum Willd. e o hibrido T. grandiflorum (Willd.)
Schumx T. obovatum Klotzsch, foram utilizados explantes
oriundos das matrizes cultivadas na Colecdo de
Germoplasma de Espécies Afins ao Cacau “George
Addison O’Neill”, pertencente a Embrapa Amazonia
Oriental, Belém — PA. Para T. cacao, foram utilizadas
matrizes cultivadas no “Cacaua do Casemiro”, localizado
no campus da Universidade Federal do Parg, Belém—PA.
Para cada espécie, trés gendtipos foram selecionados ao
acaso e utilizados como fornecedores de explantes.

b) Inducéo de calos embriogénicos

Como fonte de tecidos para a obtencéo de calos
embriogénicos foram utilizados tecidos florais imaturos,
especificamente os estaminédios e as pétalas, formadas
por duas regides distintas, cogulas e ligulas.

Botdes florais, proximos a antese, foram col etados
pela manhg, lavados em agua corrente e desinfetados, por
20 min, em solucdo de hipoclorito de sodio a 2% (p/v),
seguidos por trés lavagens em agua destilada estéril.

Asflores foram dissecadas dentro de uma cdmara
de fluxo laminar e os explantes (pétalas e estaminddios)
colocadas em meio de crescimento primario de calo [CPC],
adaptado de Li et al. (1998), consistindo de sais DKW
(MCGRANAHAN et al., 1987), suplementado com 20 g I
de sacarose; 250 mg I-*de glutamina; 200 mg I-*de mio-
inositol; 0,2 mg It de tiamina-HCIl; 0,1 mg I de &cido
nicotinico; 0,2 mg I*deglicinae 2 mg I-*de 2,4-D. A este
meio foram adicionadas, antes da autoclavagem, diferentes
concentracgdes de tidiazuron (0; 5 e 10 pg IY). Cada
concentracdo de tidiazuron foi considerada um tratamento
(tratamento 1, 2 e 3, respectivamente), sendo que, para
cada tratamento, foram utilizados 4 frascos (repeticoes),
contendo 5 explantes (estaminddios, ligulas ou cégulas)
cadaum. O delineamento foi inteiramente casualizado. O
meio foi solidificado com Gelrite® (2 g 1), seu pH gjustado
para 5,8, antes da autoclavagem e separado em aliquotas
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de 20 mL distribuidas em frascos com um volume de 240
mL (tipo “baby food”). As culturas foram mantidas no
escuro por 14 dias, a temperatura de 25 + 2 °C, e entéo
transferidas para meio de crescimento secundério de calo
[CSG], adaptado de Li et al. (1998), constituido de sais
WPM (LLOYD & MCCOWN, 1981), vitaminas de Gamborg;
20 g It de sacarose (aglicar de uso culindrio Cristal - Unido);
2mgltde2,4 D; 0,3 mgI*decinetina; 50 mL I de agua de
coco; solidificado com 2,2 g I'* de Gelrite® (SIGMA G-1910,
marca registrada da Monsanto Company - USA) e pH
ajustado para 5,8, antes da autoclavagem. As culturas foram
mantidas por 14 dias no escuro, a temperaturade 25+ 2 °C.

c) Desenvolvimento de embrides

Apbs a quarta semana, os calos obtidos foram
transferidos para 0 meio de desenvolvimento de embrido
[DE], adaptado de Li €t al. (1998), constituido de sais DKW,
suplementado com 31 g I de sacarose (aglcar de uso
culinario); 100 mg I'* de mio-inositol; 0,2 mg I de tiamina-
HCI; 0,1 mg I*de &cido nicotinico; 0,2 mg I*de glicing;
solidificado com 2 g It de Gelrite®; e pH ajustado para 5,8,
antes da autoclavagem. O meio foi vertido em frascos do
tipo “baby food”, com 20 mL de meio por frasco. Asculturas
permaneceram no escuro, atemperatura de 25+ 2 °C, sendo
transferidas parameio DE fresco a cada 14 dias.

d) Andlise estatistica

A avaliacdo do experimento foi feita mediante
observacdo do nimero médio de explantes cultivados que
emitiram calos, para cada tratamento, nos diferentes
gendtipos de cada espécie. Os dados foram analisados
pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(SOKAL & ROHLF, 1981) ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia (Tabela 1) evidenciou que
houve diferencas significativas entre espécies, sendo o
T. cacao a que mais calos gerou, seguido de T.
grandiflorum x obovatum, T. speciosume T. grandiflorum
(Figura 1). Entre tecidos, os estaminddios foram os que
mais formaram calos, friaveis e abundantes (Figura2a e
b) seguido de ligulas e cégulas que n&o diferiram
estatisticamente entre si (Figura 3). Ligulas e cégulas
apresentaram calos menores que nos estaminddios e
restritos as regifes mais proximas da sua base. Houve
interacdo entre os fatores tipo de tecido e espécie. Essa
interacdo embora ndo tenha sido evidenciadaem T. cacao
(p= 0,057), foi evidente T. grandiflorum x obovatum
(p= 0,004); T. grandiflorum (p=0,017) e T. speciosum
(p= 0,038) (Figura4).

A aplicacdo de TDZ néo influenciou na formagéo
de calos e ndo apresentou interacdo com os efeitos de
espécie e tecidos (Tabela 1).

Considerando-se somente os estaminddios, por ser
o tecido que mais formou calos, nota-se que a resposta
dos gendtipos, dentro de cada espécie foi similar paraT.
cacaoeT. speciosum, mas em T. grandiflorum e no hibrido
T. grandiflorum x obovatum houve genétipos que
produziram mais cal 0s que outros, indicando influéncia do
genctipo (Tabela 2). ParaT. grandiflorum, estaminddios e
ligulas produziram mais calos quando foi usado TDZ a 10
pg I, indicador de que uma elevagdo desta concentracdo
melhores resultados poderdo ser obtidos. Para T.
speciosum, existe uma tendéncia similar, mas de menos
consisténcia, devido a forte variacdo no comportamento
dos gendtipos. Quanto as cogulas, os resultados foram
despreziveis.

TABELA 1 - Quadro aandlise de variancia para os fatores estudados.

Causa da Variacao Grausdeliberdade Ql;?g(;i%do F p

Espécie 3 91.36 45.54 <0.001 ***
Tecido 2 157.02 78.27 <0.001 ***
Dosagem de TDZ 2 3.38 1.69 0.187
Espécie x Tecido 6 15.16 7.56 <0.001 ***
Espécie x Dosagem de TDZ 6 0.25 0.13 0.993
Tecido x Dosagem de TDZ 4 3.70 1.85 0.120
Residuo 324 2.01

Obs.: *** diferenca altissimamente significativa.
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FIGURA 1- Explantes formadores de cal os por espécie estudada. Tratamentos seguidos de mesma letrando diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).

FIGURA 2-a) Estaminddios de Theobroma cacao e b) T. grandiflorum evidenciando a formagdo de calos; ¢) Embrido
somético de T. cacao.
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FIGURA 3 - Explantes formadores de calos por tipo de tecido usado. Tratamentos seguidos de mesma letra ndo
diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05).
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FIGURA 4 - Interacdo entre tipo de tecido usado e espécie nainducdo de explantes formadores de calos.

Para o hibrido de T. grandiflorum x obovatum,
aparentemente o uso de TDZ diminui o potencial da
formacdo de calos em estaminddios e ligulas (Tabela 2).

No presente trabalho, ndo se obteve a conversio
de células sométicas em embrides nas espécies testadas,
exceto em T. cacao (Figura 2b e c), No qual obteve-se a

formag&o de apenas trés embrides.

O pré-requisito para o sucesso da propagagéo clonal
de plantas via embrides sométicos € principalmente a
escolha do genétipo, que difere dentro da espécie na
producdo de embrides sométicos (MAXIMOVA et al., 2002;
TAN & FURTEK, 2003).
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TABELA 2 — Numero de explantes formadores de calos em diferentes tecidos de Theobroma. Letras mindsculas
comparam genotipos dentro de tecidos para cada espécie. As letras maiUsculas comparam os tecidos por espécie. As
letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A concentragdo de TDZ

aplicada/gendtipo encontra-se entre colchetes. UFPA, Belém, PA, 2000.

Espécie Tecido Médiapor | Tecido Média por | Tecido Média por
gendtipo gendtipo gendtipo

T. cacao Estaminédio Cogula Ligula

Gendtipo 1- [Opg 1] 3,75 4,33 (a) 35 2,33 (a) 0 0,33 (b)

Gendtipo 1-[5ug 1] 475 1,75 0,25

Gendtipo 1-[10ug 1] 45 1,75 0,75

Genétipo 2-[0ug 1] 5 4,16 (a) 05 1,83 (a) 05 2,06 (a)

Genétipo 2-[5ug 1] 5 2,5 3,25

Genétipo 2-[10ug 1] 25 25 2,75

Genétipo 3-[0ug 1] 5 45 (a) 3,75 25 (a) 1,75 2,58 (a)

Genétipo 3-[5ug 1] 35 1,75 35

Gendtipo 3-[10ug 1] 5 2 25

M édia 4,3 (A) 2.2 (B) 1,7 (B)

T. grandiflorum Estaminédio Cogula Ligula

Genétipo 1-[Oug 1] 0,25 0,25 (a) 0 0,08 (a) 0 0,00 (a)

Genétipo 1-[5ug 1] 0,25 0,25 0

Gendtipo 1-[10ug 1] 0,25 0 0

Genétipo 2-[0ug 1] 2,25 2,67 (a) 0 0,16 (a) 1 0,75 (a)

Gendtipo 2-[5ug 17 2,25 0,25 1

Gendtipo 2-[10ug I ] 35 0,25 0,25

Genétipo 3-[0ug 1] 1 1,66 (b) 0 0,00 (a) 0 0,42 (a)

Genétipo 3-[5ug 1] 2,25 0 1,25

Gendtipo 3-[10ug 1] 1,75 0 0

Média 15 (A) 0,1(B) 0,4 (B)

T. speciosum Estaminédio Cogula Ligula

Genétipo 1-[Oug 1] 3 3,00 (8 0 0,00 (a) 0 0,58 (9)

Genétipo 1-[5ug 1] 3,25 0 1,25

Gendtipo 1-[10ug 1] 2,75 0 0,5

Gendtipo 2-[0ug 1] 3,75 341 (8 0 0,00 (a) 0 0,33 (9

Genétipo 2-[5ug 1] 2,25 0 0,25

Gendtipo 2-[10ug 1] 4,25 0 0,75

Genétipo 3-[0ug 1] 0 1,33 (a) 0 0,00 (@) 0 0,08 (a)

Genétipo 3-[5ug 1] 25 0 0,25

Gendtipo 3-[10ug 1] 15 0 0

M édia 2,6(A) 0(B) 0,3(B)

Hibrido Estaminédio Cégula Ligula

Genétipo 1-[Oug 1] 4,25 2,67 (a) 05 0,33 (a) 35 3,00 (a)

Genétipo 1-[5ug 1] 1,75 0 3,25

Gendtipo 1-[10ug 1] 2 0,5 2,25

Genétipo 2-[0ug 1] 3 3,08 (a) 0 0,58 (a) 0 1,66 (a)

Genétipo 2-[5ug 1] 35 1,5 1,75

Genotipo 2-[10ug 1] 2,75 0,25 1,75

Genétipo 3-[0ug 1] 1 0,83 (b) 0 0,08 (a) 1 2,25 (a)

Genétipo 3-[5ug 1] 0,75 0,25 3

Gendtipo 3-[10ug 1] 0,75 0 2,75

M édia 2,2 (A) 0,3(B) 2,1(A)
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A eficiéncia na obtencéo de embri&o somético em
T. cacao e sua conversdo em planta, na maioria dos
trabalhos, é relatada como baixa (ALEMANNO et al., 1996;
LOPEZ-BAEZ et a., 1993; SONDAHL et a., 1989).
Entretanto, Li et al. (1998) relataram um procedimento bem-
sucedido, que estimulou ainiciag@o de calos embriogénicos
a partir de estaminédios e subseqiiente obtencéo e
conversdo de embrides sométicos em plantas viaveis, as
quais apresentaram crescimento ortotrépico, semelhante
a plantas derivadas de semente. Esses autores relacionam
0 sucesso de seus procedimentos primeiramente ao uso
do meio DKW (DRIVER & KUNIYUKI, 1984), que foi
desenvolvido para a propagacdo in vitro de espécies
perenes lenhosas, 0 qual contém maior concentragéo de
célcio, sulfato e magnésio do que o meio MS, usado
previamente na obtencdo de embriBes somaticos por
outros autores (FIGUEIRA & JANICK, 1993; LOPEZ-BAEZ
et al., 1993; PENCE, 1979). Segundo esses autores, 0 uso
do TDZ e da glicose, respectivamente como fontes de
citocinina e carbono, sdo essenciais para a iniciagdo de
cal os embriogénicos e subsequiente producdo de embrifes
sométicos de cacaul.

Dos calos obtidos no presente experimento ndo
foram formados embrides sométicos, exceto paraT. cacao
em que ocorreu aformagdo de trés embrides somaticos.
Entre os autores que optaram pelo uso da sacarose como
fonte de carbono em cultivos in vitro de cacau
(ALEMANNO et dl., 1996; FIGUEIRA & JANICK, 1993;
LOPEZ-BAEZ et a., 1993; PENCE et al., 1979) os
resultados ndo foram t&o efetivos como os conseguidos
por Li et al. (1998) que utilizou glicose. De fato, esses
autores comentam, em seu artigo, uma reacdo de hiper-
sensibilidade desenvolvida por tecidos de T. cacao
cultivados em meios nutritivos contendo outros agucares
gue ndo a glicose. Precedentes na literatura indicam que
afonte de carboidrato pode influenciar o grau e o tipo de
diferenciacéo e, destaforma, a eficiéncia na regeneracéo
de plantas (NAVARRO-ALVAREZ et al., 1994;
SWEDLUND & LOCY, 1993). Outro fator que pode ter
interferido na obtencéo de embrides é o chamado “efeito
de frasco”, ou seja, o tamanho do frasco de cultura
podendo interferir na resposta morfogenética dos
explantes cultivados in vitro, provavelmente devido a
diferencas na concentracéo de oxigénio, CO,, etileno e
outras substancias volateis presentes no ar contido no
seu interior. Diferencas na forma dos frascos também
podem influenciar o crescimento das culturas por
modificacdo na taxa de difusdo gasosa. H4 muitos
exemplos naliteratura de diferentes tipos de frascos tendo

diferentes efeitos na morfogénese das culturas in vitro
(MACKAY & KITTO, 1988; MCCLELLAND & SMITH,
1990). Li et al. (1998) cultivaram os explantes em placas
de Petri de 100 x 15 mm, com 20 explantes por placa. No
presente trabal ho utilizou-se frascos do tipo “baby food”,
cultivando-se cinco explantes por frasco. A diferencano
volume e na quantidade de explante provavelmente
alterou a concentragdo de CO, presente no frasco de
cultura, interferindo, assim, na obtencdo de embrides
sométicos a partir das células do calo. Altos niveis de
CO,, no cultivoin vitro deT. cacao, foram relacionados a
uma maior eficiéncia no alongamento de ramos e
desenvolvimento de folhas e ha germinagdo de embrifes
sométicos cotiledonares derivados de embri&es zigdticos
(FIGUEIRA et a., 1991) e embrides somaticos derivados
de tecido nucelar (FIGUEIRA & JANICK, 1993).

A frequéncia diferencial da calogénese ocorrida
em estaminddios e pétalas levanta outra questdo. Uma
maior obtengdo de calos em estaminddios, tanto em
ndmero como em area, quando comparado com as pétalas,
sugere que estaminddios podem ser preferidos como
fonte de explante na obtencdo de um eficiente sistema de
propagacdo via embriogénese somatica. Porém,
conclusBes a esse respeito podem ser prematuras, pelo
fato de que a capacidade de formagao de calos é um fator
marcadamente dependente do gendétipo e a sua
embriogenia ndo foi ainda obtida.

CONCLUSOES

a) Todas as espécies formam calos, mas embrides
sométicos so foram obtidos para T. cacao, e em baixa
frequéncia.

b) A calogénese é influenciada pelo gendtipo e é
maior nos estaminédios do que nas ligulas e cégulas
(pétalas).

c) N&o houve efeito do TDZ, nas dosagens
aplicadas, naformag&o de calos.
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